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Resumen en español  
 
La presente tesis se enmarca dentro de una disciplina relativamente nueva y 
creciente, la genética toxicológica, la cual tiene sus fundamentos en dos grandes áreas 
del conocimiento como son la genética y la toxicología.  
En este contexto, la radiación constituye en la actualidad un agente genotóxico 
físico ampliamente estudiado, debido a su creciente utilización en diversos campos de 
aplicación y el interés por evitar sus consecuencias perjudiciales para la salud humana.  
La radiación es una forma de energía en movimiento a través del espacio. Según su 
capacidad para generar pares electrónicos, se clasifica en ionizante y no ionizante. Así, 
la radiación ionizante se define como cualquier tipo de radiación que sea capaz de 
remover un electrón de la órbita de un átomo, provocando que el mismo resulte en una 
forma cargada o ionizada, entre las cuales se encuentran los rayos X.   
Otra forma de clasificar las radiaciones es en función de su dosis. De esta 
manera, se plantea que entre el background natural (aproximadamente 0,01 mSv/día) 
de radiación ionizante y las dosis altas de radiación (aproximadamente 150 mSv), en 
las que se advierten efectos inmediatos en la salud humana, se encuentra el rango de 
exposición conocido como dosis bajas de radiación. Este tipo de dosis carece de 
efectos detectables inmediatamente después de la exposición, sin embargo existe un 
gran interés en sus consecuencias biológicas a largo plazo. 
Poco tiempo después de que fueran descubiertas las radiaciones ionizantes, 
surgió una nueva disciplina que se encarga de estudiar, describir y explicar los efectos 
que la radiación ionizante tiene sobre los tejidos vivos: la radiobiología. Ésta en sus 
comienzos, planteó un modelo lineal sin umbral, en el cual se considera que existe una 
relación lineal entre la dosis de radiación y su efecto sobre el material biológico. Así, los 
efectos celulares esperados en el rango de las dosis bajas de radiación eran 
extrapolados linealmente desde las dosis altas. Con el avance de los conocimientos, 
este paradigma ha ido cambiando debido a que se ha acumulado mucha evidencia que 
sugiere que los riesgos asociados a dosis bajas de radiación no son los esperados 






Actualmente, se considera que uno de los principales efectos responsables de 
que este modelo no se cumpla es la inestabilidad genómica inducida por la radiación. 
Ésta es definida como el fenómeno por el cual las señales generadas por la exposición 
a radiación son transmitidas hacia la progenie de las células irradiadas conduciendo a 
la aparición de efectos genéticos, tales como mutaciones y aberraciones 
cromosómicas, varias generaciones celulares después de la irradiación original. 
Entre las lesiones producidas en el ADN por exposición a radiación ionizante, las 
rupturas de cadena doble son las más riesgosas para la salud humana, por poseer una 
alta correlación con los procesos de mutagénesis y carcinogénesis. En eucariotas 
superiores, se reconocen dos mecanismos para la reparación de dichas rupturas, la 
recombinación homóloga y la reunión de extremos no homólogos. Éste último 
mecanismo, es el que representa la principal vía por la cual las células reparan las 
lesiones originadas por radiación ionizante. 
Por otra parte, los sistemas vivos cuentan con diversos mecanismos de muerte 
celular, algunos de los cuales se disparan en forma controlada y son verdaderos 
procesos de muerte tal como la apoptosis, mientras que otros se desarrollan en forma 
descontrolada o más abruptamente tal como la necrosis. 
En base a todo lo anteriormente expuesto, se plantean los siguientes objetivos:  
- Evaluar la inducción de daño en el ADN y en los cromosomas y de apoptosis, en 
células de mamífero eficientes (línea celular CHO-K1) y deficientes (línea celular 
XRS-5) para el mecanismo de reparación por unión de extremos no homólogos, 
tratadas en forma crónica con dosis bajas de radiación ionizante. 
- Evaluar la inducción de daño en el ADN y en los cromosomas y de apoptosis, en 
la progenie de células CHO-K1 y XRS-5, expuestas a una única dosis baja de 
radiación ionizante. 
- Comparar los resultados obtenidos en ambas líneas celulares, a fin de 
determinar si la capacidad de reparar el daño genético mediante el mecanismo 
de reparación por unión de extremos no homólogos tiene influencia sobre la 






Para poder cumplir con los objetivos planteados, se utilizaron dos líneas 
celulares distintas. Una línea parental, CHO-K1, y su derivada deficiente para la 
reparación por unión de extremos no homólogos, XRS-5. Se trabajó con dos modelos 
experimentales diferentes, 
- Modelo de irradiación crónica: los cultivos de ambas líneas celulares fueron 
irradiados diariamente durante un período de 10 días con 100 mSv de rayos X 
cada día.  
- Modelo de inestabilidad genómica: los cultivos de ambas líneas celulares fueron 
irradiados con 100 mSv de rayos X el primer día del protocolo y mantenidos en 
cultivo durante 10 días.  
Los ensayos utilizados para medir los efectos de la exposición crónica y de la 
inestabilidad genómica fueron el Ensayo Cometa en su versión alcalina, el Ensayo de 
Micronúcleos con bloqueo de la citocinesis y el ensayo de Anexina V. Los cuales se 
realizaron tanto inmediatamente después de la primera irradiación (Día 1), como así 
también luego de transcurridos los 10 días del diseño experimental (Día 10).  
Los resultados obtenidos con los tres ensayos luego de la primera exposición a 
la radiación ionizante fueron semejantes en ambas líneas celulares y en ambos 
modelos experimentales. Se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
entre el control negativo y las células irradiadas en el número de células con su ADN 
dañado, pero no se hallaron diferencias significativas al analizar los resultados a través 
de la técnica de Anexina V. De modo contrario, al realizar el análisis al término del 
protocolo, día diez (D10), los resultados son diferentes en cada una de las líneas 
celulares en cada uno de los modelos experimentales. De estos resultados se 
desprenden las siguientes conclusiones:  
- En células de mamífero capaces de reparar mediante la unión de extremos no 
homólogos el daño inducido con la irradiación crónica de dosis bajas de radiación 
ionizante (100 mSv); los niveles de daño en el ADN y en los cromosomas permanecen 







- En células incapaces de reparar su ADN mediante la unión de extremos no 
homólogos el daño inducido con la irradiación crónica de DBRI (100 mSv); tanto los 
niveles de daño en el ADN y en los cromosomas como la apoptosis aumentan. 
 
- La inestabilidad genómica en células eficientes para NHEJ se evidencia, 
exclusivamente, a través de la persistencia de los niveles de daño en al ADN y en los 
cromosomas generados al inicio del modelo experimental. 
 
- La inestabilidad genómica en células deficientes para NHEJ se evidencia tanto a 
través de la persistencia de los niveles de daño en al ADN y en los cromosomas 
generados al inicio del modelo experimental, como por un aumento en la frecuencia de 
células apoptóticas. 
Considerando el escaso conocimiento acerca de los riesgos concretos 
asociados a la exposición a dosis bajas de radiación ionizante, no es posible con el 
conocimiento actual construir un modelo en el cual se identifique un nivel umbral de 
radiación por debajo del cual no se encuentre riesgo para la salud, por ello 
constantemente las asociaciones de todo el mundo están abocadas a la tarea de 
dilucidar los límites para dicha exposición. En este contexto, cobran relevancia los 
hallazgos experimentales tendientes a demostrar el impacto que tiene la exposición 








Resumen en inglés 
 
This thesis project is part of a relatively new and rapidly growing discipline, 
genetic toxicology, which is based on two major areas of knowledge, namely, genetics 
and toxicology.  
Radiation is a physical genotoxic agent widely studied due to its increasing use in 
different fields and its impact on human health. Radiation is a form of energy in motion 
that travels through space. According to the ability to generate electron pairs, radiation 
is classified as ionizing or non-ionizing radiation. Thus, ionizing radiation is defined as 
any type of radiation able to remove an electron from the orbit of an atom, charging or 
ionizing it, reason why these radiations are dangerous for human health. Among 
ionizing radiations we can mention X-rays. Radiations can also be classified according 
to the dose. The exposure range known as low-dose radiation is found between the 
natural background  (approximately 0.01 mSv/day) of ionizing radiations and high 
radiation doses at which immediate effects on human health are observed 
(approximately 150 mSv). Although low-dose radiation effects are undetectable 
immediately after exposure, there is a great interest for their long-term biological 
consequences.  
At the beginning, the radiobiology postulated the linear no-threshold model, i.e., 
there was a linear relation between radiation dose and effect on biological material. As a 
result of the use of this model, the expected cell effects in the low-dose radiation range 
were linearly extrapolated from high to extremely low doses. This paradigm has 
changed over time because much evidence suggests that the risk associated to low-
dose radiation was not the expected one.  
At present, it is assumed that there are some responses inherent to the effects of 
low-dose radiations, such as radiation-induced genomic instability, defined as the 
phenomenon whereby the signals generated by radiation exposure are transmitted to 
the progeny of irradiated cells, leading to the appearance of genetic effects, such as 









Among DNA lesions produced by IR exposure, double-strand breaks are the 
most dangerous for human health due to their high correlation with mutagenesis and 
carcinogenesis processes. Despite the existence of two well-known mechanisms for 
double-strand breaks repair in higher eukaryotes, non-homologous end joining is the 
main pathway by which these cells repair ionizing radiation-induced lesions.  
Living systems have different cell death mechanisms; some are triggered in a 
controlled manner – the same as apoptosis – whereas other mechanisms develop in an 
uncontrolled and abrupt way, as is the case of necrosis. 
On the basis of the above mentioned, the aims of this thesis project are: 
- To evaluate DNA and chromosome damage and apoptosis induction in efficient 
(CHO-K1 cell line) and deficient to non-homologous end-joining (XRS-5 cell line) 
mammalian cells under chronic treatment with low doses of ionizing radiation.  
- To evaluate DNA and chromosome damage induction and apoptosis in the 
progeny of CHO-K1 and XRS-5 cells exposed to a single low ionizing radiation 
dose. 
- To compare the results obtained in both cell lines and determine whether the 
genetic damage repair capacity by non-homologous end-joining affects cellular 
radiosensitivity in any of the proposed models. 
To accomplish these objectives, the alkaline comet assay, the micronucleus test 
and the annexin V test were applied to two different models: 
- Chronic irradiation model: both cell lines were irradiated with 100 mSv X-rays 
during 10 days.  
- Genomic instability model: both cell lines were irradiated with 100 mSv X-rays on 
the first day and then cultured for 10 days.  
Both experimental models were carried out with parental CHO-K1 and its 
deficient cell line XRS-5 repaired by non-homologous end joining. All assays were 
performed immediately after irradiation (Day 1) or after the experimental design (Day 
10).  
The results obtained with the three assays after the first IR exposure were similar 








irradiated cells with alkaline comet assay and micronucleus test showed statistically 
significant differences in the number of cells with damaged DNA. However, results were 
not significant when analysed with the Anexinn V. On the other hand, results obtained 
on Day 10 were different depending on the cell line studied in each experimental model.  
The results obtained after the analysis of the effect of low ionizing radiation 
doses on genetic material showed that they can damage DNA in both cell lines. Such 
effect was statistically significant even after the first irradiation, as shown by the 
increased ID and the frequency of micronuclei. 
The results obtained by analyzing the effect of low doses of ionizing radiation on 
the genetic material showed that these are capable of generating DNA damage in both 
cell lines. With regard to chronic exposure, allow us to affirm that low doses of ionizing 
radiation affecting more to cells deficient in the repair mechanism of non-homologous 
end joining, the magnitude of induced genetic damage depends on the efficiency of the 
DNA  repair through this mechinism.    
Moreover, in relation to the process of programmed cell death, it can be 
suggested that chronic exposure to low doses of ionizing radiation could induce 
apoptosis in both cell lines.  
With respect to the induction of genomic instability, it was confirmed that the DNA 
damage after a single exposure to low doses of ionizing radiation can last at least for a 
period of ten days in an in vitro cell system, regardless of the cell ability to repair its 
DNA.; and conversely, the induction of programmed cell death after ten days depends 
on the ability of the cell to repair its DNA. 
Considering the lack of knowledge about the specific risks associated with 
exposure to low dose ioning radiation is not possible with current knowledge to build a 
model in which a threshold level of radiation is identified below which no health risk is 
found. Therefore constantly associations around the world are doomed to the task of 
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 I.1. Acerca de la genética, la toxicología y la genética toxicológica 
 
 La presente tesis se enmarca dentro de una disciplina relativamente nueva y 
creciente como es la genética toxicológica, la cual tiene sus fundamentos en dos 
grandes áreas del conocimiento como son la genética y la toxicología.  
 La genética es una disciplina en crecimiento continuo, ya que el avance de la 
tecnología permite ahondar constantemente en nuevos descubrimientos. A pesar de 
presentar varias definiciones, podría decirse que se trata del estudio de la herencia en 
todas sus manifestaciones. Abarca desde la distribución de los caracteres en un árbol 
genealógico, hasta la bioquímica del material genético. Tamarín, en el año 1996, la 
define como la ciencia que trata sobre la transmisión, expresión y evolución de los 
genes, las moléculas que controlan el funcionamiento, el desarrollo y la apariencia final 
de los individuos. 
 La toxicología, si bien tiene sus orígenes previos a los de otras ciencias 
biológicas, incluso al de la medicina, recién emerge como disciplina con un saber 
científico y académico propio, hace poco tiempo atrás. Desde el punto de vista 
etimológico la palabra toxicología deriva de dos palabras griegas: toxicon (veneno) y 
logos (discurso), de modo que podría interpretarse como la “ciencia de los venenos”. 
Aunque esta fue su primera acepción, rápidamente esta ciencia fue creciendo y 
ampliando su campo de estudio. Así, si bien originalmente estudiaba la acción que las 
sustancias químicas tenían en el ser humano, actualmente se ocupa del estudio de los 
efectos nocivos no sólo de los agentes químicos sino también físicos y biológicos. 
También ha ampliado su centro de atención estudiando tanto los efectos que ejercen 
dichos agentes en el ser humano como en el medio ambiente que lo rodea (Bello 
Gutierrez y López de Cerain, 2001). Su metodología cambió drásticamente con la 
incorporación de conceptos provenientes de las investigaciones en mutagénesis y 
teratogénesis, los sistemas de ensayo de corto plazo (Ames et al., 1973) y el uso de 
modelos matemáticos para la estimación del riesgo. 
 Una vez reconocido el ADN como la principal molécula de información de todas 




extraordinariamente estable a fin de mantener el mayor grado de fidelidad a lo largo de 
su progenie. Sin embargo, es sorprendente ver que es dinámica y que está sujeta a 
constantes cambios. Muchos de éstos aparecen como consecuencia de procesos 
celulares normales tales como la replicación, la transcripción, la transposición y los 
propios mecanismos de reparación del ADN. 
 Una mutación es un cambio heredable en la secuencia del genoma de un 
organismo. Asumiendo el término genoma como la totalidad del material genético de un 
organismo. Cuando un individuo acarrea una mutación en su genoma se lo denomina 
mutante. 
 Ahora bien, un mutágeno es un agente que lleva a un incremento en la 
frecuencia de ocurrencia de las mutaciones. La mayoría de los mutágenos conocidos 
en la actualidad comprenden agentes físicos o químicos, sin embargo, existen también 
algunos agentes biológicos que pueden ser considerados mutágenos como por ejemplo 
ciertos virus bacteriófagos o elementos genéticamente transponibles. Si bien no existen 
criterios uniformes para dividir a los agentes en mutagénicos y no mutagénicos, un 
criterio ampliamente utilizado es considerar como mutágeno a todo agente capaz de 
interactuar química o físicamente con la secuencia de bases del ADN o alterar su 
estructura física (Mudry y Carballo, 2006). 
 La mayoría de los mutágenos actúan introduciendo lesiones en el ADN, sin 
embargo, los procesos que ocurren entre la acción inicial del mutágeno y la 
introducción final de la mutación, son muy complejos. El proceso por el cual son 
producidas las mutaciones se denomina mutagénesis. 
 El estudio de las mutaciones resulta sumamente importante debido a que, si 
bien algunas de ellas pueden ser ventajosas (como fuente de variabilidad para el 
proceso de selección natural) o neutras, también pueden tener manifestaciones 
patológicas, provocando padecimientos congénitos y cáncer. De esta manera, los 
esfuerzos en el análisis actual de los procesos de transformación celular se focalizan 





 El reconocimiento de la mutagénesis como paso previo para la carcinogenicidad 
y los peligros potenciales de los agentes mutagénicos para la población humana y la 
biosfera, despertó el interés por desarrollar una nueva área de conocimiento, la cual 
terminaría por convertirse en una nueva ciencia en sí misma. 
 En este contexto, la genética toxicológica es una ciencia que ha surgido como 
resultado del descubrimiento de que la interacción entre los tóxicos y el ADN puede 
traducirse en varios procesos biológicos como: la mutagénesis, la carcinogénesis y la 
teratogénesis, entre otros. Esta disciplina científica se centra en identificar y analizar la 
acción de un grupo de agentes tóxicos que, dada su capacidad de interactuar con el 
material genético de los organismos y producir en ellos efectos hereditarios deletéreos 
o letales, fueron llamados agentes genotóxicos. De esta manera, el término genotóxico 
pasó a ser más abarcativo que el vocablo mutagénico, ya que incluye aquellos agentes 
que no sólo inducen mutaciones, sino todo evento relacionado con el daño en el ADN.  
 Los primeros estudios en el área de la genética toxicológica datan de 1927, 
cuando Müller utilizó radiación para demostrar “mutaciones genéticas” y, 
posteriormente, fueron retomados por Auerbach en 1947, quien trabajó con agentes 
químicos (Brusick, 2011). A pesar de ello, el término genotoxicidad no fue introducido 
hasta 1973, cuando Ehrenberg y colaboradores lo utilizaron para referirse a aquellos 
efectos tóxicos, letales y heredables, sobre el material hereditario nuclear o 
extranuclear en células germinales o somáticas. 
  Actualmente se asume que existe una íntima correlación entre la capacidad 
genotóxica y la capacidad tumorigénica de un determinado agente. Este hecho, 
sumado a la identificación de genes nucleares específicos capaces de controlar la 
iniciación del proceso de carcinogénesis (oncogenes), fue el hito que permitió el rápido 
desarrollo de la genética toxicológica como disciplina. 
 La genética toxicológica es una disciplina esencialmente multidisciplinaria e 
intenta establecer la correlación que existe entre la exposición a agentes xenobióticos y 
la inducción de alteraciones genéticas, tanto en las células germinales como en las 
células somáticas de los organismos y definir, a partir de ello, los efectos que las 




los años 80 los organismos de salud pública en varios países industrializados se 
preocuparon de implementar tecnologías para evaluar las propiedades genotóxicas de 
agentes químicos, físicos y biológicos, en aditivos alimenticios y medicamentos, entre 
otros.  
 El diseño de sistemas de ensayos con los cuales se pueda asesorar acerca de 
los potenciales daños de los diferentes agentes ambientales en los seres vivos, suele 
ser una tarea quizá un tanto ambiciosa por su multiplicidad de factores. Debemos 
considerar las características farmacocinéticas, metabólicas, bioquímicas y genéticas 
de cada tipo celular diferente, como así también el conocimiento de cómo se integran 
cada una de esas unidades en la totalidad de un individuo.  
  Los ensayos destinados a evaluar la genotoxicidad se pueden clasificar en 
cuatro tipos considerando distintos niveles de observación y modelos experimentales 
(Dulout, 1993). A saber:  
- Ensayos de nivel primario: son aquellos que se desarrollan con organismos 
procariotas, por ejemplo aquellos llevados a cabo en Salmonella typhimurium o 
Escherichia coli o con material subcelular, como los estudios a nivel molecular 
que evalúan el daño sobre la molécula de ADN propiamente dicha (análisis de 
ductos, rupturas en el ADN, etc). 
- Ensayos de tipo secundario: son los que se llevan a cabo en células mantenidas 
fuera del organismo, por ejemplo los ensayos con cultivos primarios, líneas 
celulares o linfocitos de sangre periférica, tanto de humanos como de otras 
especies; se denominan ensayos in vitro. Los parámetros que se estudian en 
ellos pueden ser alteraciones cromosómicas, intercambio de cromátidas 
hermanas, cambios cromosómicos numéricos, entre otros. 
- Ensayos de tipo terciario: en estos estudios el objeto es el organismo completo, 
se llaman también ensayos in vivo. Se suelen realizar sobre animales de 
laboratorio como ratón, rata y hámster, o sobre vegetales. Son ejemplos de ellos 
el análisis de aberraciones cromosómicas en células de médula ósea o en 




sanguíneas, inducción de mutaciones en distintos loci empleando cepas de ratón 
especialmente diseñadas, etc. 
- Ensayos de tipo cuaternario: se desarrollan sobre grupos de seres vivos, por 
ejemplo en poblaciones expuestas a un determinado contaminante ambiental o 
estudios epidemiológicos en seres humanos expuestos accidental o 
laboralmente a determinados agentes. Entre los diferentes modelos 
experimentales que se pueden emplear se encuentran los de tipo citogenético, 
basados en el análisis de alteraciones inducidas a nivel cromosómico o aquellos 
en los que se realiza la detección de mutaciones en ciertos loci como el de 
hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa (HPGRT).  
 Los ensayos primarios y secundarios proveen información rápida acerca de un 
determinado compuesto, pero resulta difícil extrapolar los resultados a lo que sucede in 
vivo. Los terciarios tienen la desventaja de ser más lentos y costosos, ya que 
usualmente se necesita contar con un número importante de animales y ejercer 
numerosos controles sobre los factores ambientales que puedan influir sobre ellos, 
pero la ventaja es que los resultados son más fáciles de extrapolar. Finalmente, los 
ensayos cuaternarios brindan una muy valiosa información debido a que son los que 
mejor nos muestran lo que ocurre en poblaciones reales expuestas a un agente 
contaminante. Tienen la desventaja de que se necesita una considerable cantidad de 
tiempo y esfuerzo para llevar a cabo la toma de la muestra, así como los análisis 
pertinentes. 
 
 I.2. Acerca de las radiaciones 
 
 Desde hace mucho tiempo, la existencia ha sido explicada a través de dos 
entidades: materia y energía. Las mismas existen bajo infinidad de formas a fin de 
construir todas las cosas visibles e invisibles del universo. Estas dos entidades son 
intercambiables y una es creada a expensas de otra. Esto fue lo que Einstein planteó 




 La materia tiene un cuerpo, una forma y un tamaño conocido, es caracterizada  
por su cuantificación: la masa, y está constituida por su unidad más pequeña: el átomo. 
 La energía es definida como la capacidad de realizar trabajo y puede existir en 
diversas formas, pero a diferencia de la materia carece de cuerpo y tamaño. La energía 
puede cambiar de una forma hacia la otra. Entre las diversas formas en las que se 
encuentra la energía podemos nombrar la energía cinética, dada por el movimiento de 
la materia; la energía potencial, dada por la posición y configuración de la materia; la 
energía térmica, dada por el movimiento de los átomos y moléculas en la materia; la 
energía eléctrica, dada por el flujo de los electrones alrededor de un potencial eléctrico; 
la energía química, dada por reacciones químicas; y, finalmente, la radiación, que es la 
energía en movimiento.  
 La radiación es una forma de energía en movimiento a través del espacio y 
siempre es emitida por un objeto y absorbida o dispersada por otro. 
 Existen dos tipos de radiaciones, la radiación particulada y la radiación 
electromagnética. Mientras la primera está constituida por partículas que poseen una 
masa y una carga determinada (con excepción de los neutrones que carecen de carga 
neta), la segunda es una energía carente tanto de masa como de carga. 
 La velocidad de movimiento de la energía particulada depende de su energía 
cinética y puede originarse desde diversas fuentes, tales como la descomposición 
radioactiva, los rayos cósmicos, las reacciones nucleares, etc. Como ejemplos de este 
tipo de energía podemos nombrar los protones, neutrones, partículas alfa, etc. 
 Por su parte, la radiación electromagnética es un tipo de energía en movimiento 
que carece de masa y carga neta, y es capaz de propagarse tanto en forma de ondas 
como de paquetes de energía llamados fotones o cuantos. Este tipo de radiación viaja 
a la velocidad de la luz y como ejemplos podemos mencionar las ondas de radio, la luz 










 Las radiaciones electromagnéticas cubren un amplio espectro de longitudes de 
onda; éstas van siendo progresivamente más cortas desde las ondas de radio hasta los 
rayos X y rayos γ en el extremo opuesto (Figura 1).  
 
 
Fuente: Slater, M. 2011 
Figura 1. Diagrama de las longitudes de onda de las radiaciones electromagnéticas. 
 
 Una propiedad importante de la radiación es que cuanto más corta es la 
longitud de onda mayor es su frecuencia, con lo cual adquiere la energía suficiente 
para remover los electrones del último orbital produciendo así la ionización de los 
electrones de la materia con la cual colisiona.  
 En este sentido, existe otra clasificación de las radiaciones, establecida según 
su capacidad para generar pares electrónicos. Así, se definen las radiaciones no 
ionizantes como aquellas que no cuentan con la energía suficiente como para producir 
tal fenómeno. Son ejemplos la luz visible, las microondas, las ondas de radiofrecuencia, 
televisión, teléfonos móviles, etc. Mientras que la radiación ionizante (RI) queda 
definida como cualquier tipo de radiación que sea capaz de remover un electrón de la 
órbita de un átomo, provocando que el mismo resulte en una forma cargada o ionizada. 
Esta cualidad es la causa de que este tipo de radiaciones sean muy peligrosas para la 




y rayos γ, sino también algunas radiaciones particuladas tales como las partículas alfa y 
beta, los neutrones, los protones y los electrones (OMS, 2012).  
 Por otra parte, las radiaciones también pueden clasificarse según la cantidad de 
energía que depositan al atravesar la materia. Con este propósito se utiliza el concepto  
Transferencia Lineal de Energía (LET). Este término hace referencia a la cantidad de 
energía transferida por unidad de longitud, se mide en KeV por micrómetro y depende 
tanto de la naturaleza de la radiación como del material que atraviesa la misma.  
 Así, un haz de radiación de alta LET (ej. partículas α) perderá su energía 
rápidamente y será incapaz de atravesar grandes grosores de materia, por lo que son 
conocidas también como radiaciones no penetrantes. Mientras que un haz de radiación 
de baja LET (como los rayos X y rayos γ) será capaz de atravesar un gran espesor de 
materia antes de perder la totalidad de su energía, por lo que reciben también el 
nombre de radiaciones penetrantes. 
 Los rayos X fueron descriptos por primera vez por Röentgen en el año 1895,  
constituyen un tipo particular de radiación electromagnética que tiene exactamente la 
misma naturaleza que la luz visible, pero de longitud de onda de varios órdenes de 
magnitud más pequeña (=10–10 m). Al igual que otras radiaciones electromagnéticas, 
manifiestan aspectos característicos de las partículas y otros que son típicamente 
ondulatorios (Eisberg y Resnick, 1974). Los mismos, se originan cuando un haz de 
rayos catódicos (electrones) choca contra cualquier obstáculo interpuesto en su 
camino. Los rayos X, se producen siempre que se detiene bruscamente una corriente 
de electrones que se desplaza a velocidad elevada. Actualmente se considera a los 
rayos X como un tipo de RI de bajo LET. 
 
Unidades de Radiación 
 
 Durante los primeros años del siglo XX, la metodología implementada para la 
dosimetría de las radiaciones se basaba en un proceso químico, ya que la dosis se 
estimaba por el cambio de color de una pastilla. También existía un mecanismo 




unificar los términos utilizados en la dosimetría comenzaron a establecerse diversas 
unidades de radiación.  
 
Dosis de exposición 
 
 A principios del siglo XX, se estableció el Röentgen (R) como medida de 
ionización en el aire y fue definida como la cantidad de radiación X o ɣ capaz de 
generar un número de pares de iones equivalente a 2.58 x 10- 4 Coulombs por kg de 
aire en condiciones estándar de presión y temperatura (CSPT). Esta fue la primera 
unidad de radiación admitida internacionalmente y define la cantidad de radiación 
dirigida al material, pero no indica de modo alguno la cantidad de radiación absorbida 
por éste. Por tal motivo, luego fue reconocida por la Comisión Internacional de 




 Una vez observada la necesidad de mensurar la dosis absorbida por un cuerpo 
más que la dosis emitida por una fuente de radiación, en 1956 se propuso una nueva 
unidad de medida denominada rad (radiation absorved dose). Esta nueva unidad de 
radiación fue definida como la absorción de 0,01 Joule (J) de energía por kilogramo de 
materia (0,01 J kg.-1). Afortunadamente, la energía absorbida en los tejidos expuestos a 
una dosis de exposición de 1 R es de 0,0095 J por kg, redondeando este valor para la 
mayoría de los propósitos como 0,01 J por kg. Así, si 1 rad equivale a 0,01 J kg.-1 y por 
cada 1 R emitido por una fuente de radiación, los tejidos absorben 0,01 J por kg, 
entonces 1 R puede ser igualado a 1 rad. Este hecho es sumamente conveniente, ya 
que permite comparar aquellos trabajos más antiguos donde se utilizaba el R como 
unidad, con trabajos actuales donde la unidad utilizada es el rad.  
 Actualmente, el Sistema Internacional de Unidades (SI) utilizado en ciencias, 




J por kg, o sea, que es una unidad de medida 100 veces mayor, por lo tanto, 1 Gy es 




 Aunque todos los tipos de radiación ionizante son capaces de producir efectos 
biológicos similares, una cierta dosis absorbida puede producir efectos de magnitudes 
distintas, según el tipo de radiación de que se trate. Por este motivo en el año 1977 la 
Comisión Internacional en Protección Radiológica (ICRP) introdujo el concepto de dosis 
equivalente en donde para cada tipo de radiación, se atribuyó un factor de ponderación 
llamado factor de calidad (Q). Se seleccionó arbitrariamente Q= 1 para rayos X y ɣ, y 
para las otras radiaciones los valores dados en la Tabla1. De esta manera, el factor de 
calidad es una forma de ponderar los efectos biológicos producidos por las distintas 
radiaciones, comparados con los producidos por los rayos X y ɣ, para una dosis 
absorbida dada. Así, por ejemplo, 1 Gy de protones produce efectos biológicos 10 
veces más severos que 1 Gy de rayos X. El factor de calidad Q, también llamado factor 
de eficacia biológica relativa (EBR) está determinado por el número de fracciones, la 
tasa de dosis, la dosis de radiación y la calidad de la radiación (LET).  
 
Tabla 1. Algunos de los Factores de calidad (Q), asignados para el cálculo de las dosis 
equivalentes para cada tipo de radiación. Según la recomendación de la Comisión Internacional 
en Protección Radiológica (ICRP). 
 
Tipo de radiación 
Q 
asignado 
Rayos X y ɣ 1 
Neutrones 
térmicos 2,3 
Neutrones rápidos 10 
Protones 10 





 La dosis equivalente se calcula por lo tanto, como la dosis absorbida 
multiplicada por el factor de calidad correspondiente a la radiación utilizada. La unidad 




con sus correspondiente submúltiplos: deci (0,1 Sv); centi (0,01 Sv) y mili (0,001 Sv). 
 Antiguamente, para comparar los efectos de diversas radiaciones se utilizaba 
una unidad denominada Röentgen equivalent-man (rem) la cual se definía como: 
                              
                       1 rem= 1 rad x Q  
dado que, 
   1 rad es= 0,01 Gy 
entonces, 
                       1 rem= 0,01 Gy x Q= 1 cSv 
 
Dosis Altas y Dosis Bajas 
 
 Dada la existencia natural de las radiaciones ionizantes en el planeta tierra y la 
gran variedad de utilidades que han ido surgiendo para este tipo de radiación fue 
necesario, con el correr del tiempo, poder establecer límites de exposición a la misma.  
 Si bien la radiación natural existente sobre la superficie terrestre no es 
homogénea, se calcula que en promedio el background general es de 
aproximadamente 0,01 mSv/día (Wei, 1996). En el otro extremo de la escala se 
encuentran las exposiciones agudas mayores a 150 mSv, las cuales se encuentran en 
el rango de las dosis altas de radiación (DAR) en donde comienzan a aparecer efectos 
inmediatos y mensurables en la salud humana (National Council on Radiation 
Protection, 1991). Entre el background natural y las dosis altas de radiación se 
encuentra el rango de exposición conocido como dosis bajas de radiación (DBR). Este 
tipo de dosis carece de efectos detectables inmediatamente después de la exposición, 




sin embargo existe un gran interés en sus consecuencias biológicas a largo plazo 
(Bonner, 2003; Trosko et al., 2005). 
 Por su parte, el Comité Científico de las Naciones Unidas para los Efectos de 
las Radiaciones Atómicas (Gónzález, 1994) concluye que una dosis baja de radiación 
corresponde a una dosis total inferior a 200 mSv y a tasas de dosis por debajo de 0,1 
mSv por minuto. 
 
 I.3. La radiación como agente genotóxico 
 
 En el apartado anterior, las radiaciones fueron definidas como un tipo especial 
de energía, la energía en movimiento a través del espacio. Debido a que las 
radiaciones siempre son emitidas por un objeto y absorbidas por otro, cabe preguntarse 
acerca de las consecuencias que podría traer aparejado este fenómeno.   
 Al analizar desde el punto de vista de su interacción con la materia, se esperan 
respuestas diferentes según se trate de radiación particulada o electromagnética. Una 
diferencia sustancial entre ellas es que las primeras, al poseer una masa definida, no 
tienen la capacidad de recorrer grandes distancias a través de la materia, por lo que se 
las califica como radiaciones no penetrantes. De modo contrario, las radiaciones 
electromagnéticas son capaces de viajar a través de la materia distancias mayores 
antes de perder toda su energía, motivo por el cual se las denomina radiaciones 
penetrantes. 
 Por otra parte, es importante considerar que tanto los mecanismos de 
interacción con la materia como sus consecuencias serán diferentes según se trate de 
radiación ionizante (RI) o no ionizante. 
 La RI, ha sido un agente físico natural de daño al ADN en los seres vivos desde 
el inicio de la evolución biológica. La mayor fuente de RI proviene del background 
natural al cual el hombre se encuentra inevitablemente expuesto, como es el caso de la 
radioactividad natural en el aire a partir del radón, la radiación γ que surge de la 
radioactividad de la corteza terrestre y la radiación cósmica proveniente del espacio, 





Fuente: Hughes y Riordan, 1993 
Figura 2. Fuentes naturales y antropogénicas de radiación ionizante. 
 
 Poco tiempo después de que fueran descubiertas las RI, se comenzaron a 
describir sus efectos biológicos. Rápidamente se supo que eran capaces de producir 
alteraciones permanentes en los tejidos, luego se observó que muchas alteraciones 
celulares eran transmitidas a la progenie y, con el correr del tiempo, las evidencias de 
efectos colaterales fueron aumentando.  
 Así, ha surgido una nueva disciplina, como una rama de la biología, que se 
encarga de estudiar, describir y explicar los efectos que la RI tiene sobre los tejidos 
vivos: la radiobiología. Consecuentemente, es tarea de los radiobiólogos buscar 
continuamente el modo de mensurar los efectos biológicos de estas formas de 
radiación a fin de asesorar a las autoridades al momento de constituir los parámetros 
en el campo de la radioprotección. 
 La mayoría de los agentes químicos carcinogénicos y algunas radiaciones no 
ionizantes, como por ejemplo la luz ultravioleta, producen un daño específico en las 
bases del ADN debido a la formación de aductos o de productos de alquilación de las 
bases. Este tipo de daño es rápidamente reparado por procesos metabólicos como 
escisión de bases o de nucleótidos en los cuales la estructura dañada es sintetizada 
utilizando la hebra complementaria de ADN como molde. Por su parte, en la actualidad, 
se considera que el riesgo biológico asociado a la exposición a RI es la generación de 
rupturas de doble cadena, ya que su reparación generalmente ocurre sin la utilización 




 Se ha observado que el impacto de las radiaciones en una célula es 
simplemente al azar. Así, en principio, se asume que no existe afinidad entre este 
agente y alguna de las organelas o moléculas constituyentes de la célula. 
Consecuentemente, el impacto de la radiación en una célula podría originar un daño en 
cualquiera de sus componentes celulares (Friedberg et al., 1995). 
 Junto con el desarrollo de las radiaciones como herramienta para el hombre, ha 
evolucionado a gran escala la ciencia. Así, una vez dilucidada la estructura del ADN y 
su importancia como responsable de la información genética, la radiobiología ha ido 
acercando sus estudios hacia esta macromolécula reconocida en la actualidad como de 
vital importancia.  
 En este sentido, las RI son capaces de causar tanto un daño directo como un 
daño indirecto sobre el ADN. El daño directo es el generado por la interacción directa 
de la energía de la radiación con cualquiera de los componentes de la doble hélice de 
ADN. Mientras que el daño indirecto resulta de la interacción de la radiación ionizante 
con moléculas simples del interior celular generando especies químicas reactivas, 
como los radicales libres (RL) capaces de dañar en última instancia al ADN. Las 
moléculas inestables más abundantes en el interior celular son las especies reactivas 
de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrógeno (RNS). La presencia de tales 
moléculas en el interior celular genera el fenómeno conocido como estrés celular. 
 La radiobilogía propone clasificar las consecuencias de la RI según diferentes 
criterios, tales como relación causa-efecto (estocásticos o deterministas) o 
características de la lesión, como el tamaño (micro o macroscópicas), la velocidad de 
aparición (inmediatas o tardías), la extensión (locales o corporales), la posibilidad de 
pasar a la descendencia (somáticas o hereditarias), entre otros. 
 Actualmente varias organizaciones como la ICPR, el Comité Científico de las 
Naciones Unidas sobre los Efectos de la Radiación Atómica (UNSCEAR) y el 
Organismo Internacional de Energía Atómica (OIEA) proponen clasificarlas según su 







 Aquellos que aparecen aleatoriamente o debidos al azar, por lo cual se asume 
que su probabilidad de ocurrencia es función de la dosis; carecen de un umbral 
conocido a partir del cual suceden, pero su intensidad es independiente de la dosis. 
Este tipo de efectos estocásticos se pueden presentar tanto en el individuo expuesto 
(efectos estocásticos somáticos) como también en la descendencia (efectos 
estocásticos hereditarios). 
 
Efectos Deterministas:  
 Aquellos para cuya ocurrencia existe un valor umbral y la severidad del efecto 
aumenta junto con la dosis. Podemos mencionar como ejemplo efectos inflamatorios, 
necróticos, etc. 
 De acuerdo con este criterio, la prevención de los efectos deterministas quedaría 
garantizada al establecer límites de dosis por debajo del umbral. De modo contrario, 
para la prevención de los efectos estocásticos se debe reducir al máximo la exposición 
a la RI a los fines de minimizar la probabilidad de inducción de los mismos.  
  Actualmente, el modelo dosis-respuesta con umbral es un paradigma extendido 
en la mayoría de las disciplinas en las que se estudia este tipo de relación (Hayes, 
2001; Klaassen y Lawrence, 2009). En los comienzos de la radiobiología se planteó el 
modelo lineal sin umbral, en el cual se considera que existe una relación lineal entre la 
dosis de radiación y su efecto sobre el material biológico; según éste, no hay una dosis 
umbral por debajo de la cual no se produce efecto alguno (ICRP, 2005). Como 
consecuencia de la utilización de este modelo, los efectos celulares esperados en el 
rango de las dosis bajas de radiación,  eran extrapolados linealmente desde las dosis 
altas hacia las dosis extremadamente bajas. Los límites originalmente establecidos 
para exposiciones humanas, como por ejemplo los descriptos en el reporte de 1990 de 
la ICRP, estaban basadas en este modelo (Upton, 2002).  
 Con el correr del tiempo, este paradigma ha ido cambiando debido a que se ha 
acumulado mucha evidencia que sugiere que los riesgos asociados a dosis bajas de 




2006; Harbron, 2012). Algunas organizaciones, como la U.S. National Council On 
Radiation, Protection and Measurements, basadas en la evidencia de las 
consecuencias a largo plazo acarreadas por la exposición a dosis bajas, rechazaron la 
posibilidad de considerar este modelo para este rango de dosis (Upton, 2002). 
 Existe una serie de respuestas celulares inherentes a los efectos de las dosis 
bajas de radiación que hacen que el modelo lineal no se cumpla. Entre ellas cabe 
mencionar las variaciones en los mecanismos de reparación del ADN (Rothkamm y 
Löbrich, 2003) y los denominados efectos no dirigidos: non-targeted effects (Azzam et 
al., 1998; Sawant et al., 2001; Venkat et al., 2001; Ballarini et al., 2002; Little et al., 
2002, Prise et al., 2003). Estos efectos describen un conjunto de fenotipos celulares 
asociados con la exposición a la radiación en células que no han sido irradiadas, 
desafiando por lo tanto la noción de que los efectos de la radiación están 
exclusivamente asociados al depósito de energía en el núcleo de la célula (Baverstock, 
2000; Morgan, 2003; Coates et al., 2004). En el año 2005 Trosko propuso que la 
liberación de señales de traducción relacionadas con el estrés oxidativo sería la causa 
de estos fenómenos inducidos por exposición a dosis bajas de radiación. Estas señales 
pueden llevar a una expresión génica alterada por eventos epigenéticos. Entendiendo 
por estos últimos, aquellos que modifican la expresión génica en cualquiera de sus 
niveles (transcripcional, traduccional, o postraduccional) y diferenciándolos, por lo 
tanto, de los cambios mutagénicos en los que se ve afectada la información cuali-
cuantitativa del genoma. Así Merrifield y Kovalchuk (2013) afirman que si bien los 
mecanismos celulares responsables de los efectos no dirigidos no están esclarecidos 
en su totalidad, en la actualidad se considera que las principales vías están 
relacionadas con la epigenética; en el mismo sentido, Wang y colaboradores (2014) 
afirman que los mecanismos epigenéticos juegan un rol clave en los efectos no 
dirigidos a través de la hipermetilación de los promotores de genes específicos. 
 Dentro de los efectos no dirigidos se incluyen la inestabilidad genómica inducida 
por la radiación (RIGI), el llamado efecto de la vecindad (en inglés “bystander effect”, 
BE) y la respuesta radioadaptativa (RA). En el año 2007, Morgan y Sowa sugieren 




progenie de las células sobrevivientes a la radiación para multiplicarse, lo que se 
manifiesta en una eficacia de plaqueo reducida en aquellas células que sobrevivieron a 
la exposición.  
 
Inestabilidad genómica inducida por la radiación  
 
 Se define como el fenómeno por el cual las señales generadas por la exposición 
a radiación son transmitidas hacia la progenie de las células irradiadas conduciendo a 
la aparición de efectos genéticos, tales como mutaciones y aberraciones 
cromosómicas, etc. varias generaciones celulares después de la irradiación original 
(Morgan, et al. 1996, Limoli et al., 1997, Morgan, 2003a y b, Morgan, 2011, Kadhim et 
al., 2013). La inestabilidad genómica producida por radiación constituye una importante 
consecuencia de la exposición a la radiación, ya que se relaciona con el desarrollo de 
efectos tardíos tales como los procesos de carcinogénesis y teratogénisis (Streffer, 
2005). Este término abarca también la inducción tardía de cambios cromosómicos a 
gran escala: principalmente inestabilidad cromosómica  y recombinación homóloga 
(Morgan, 2003). Por su parte, la inestabilidad cromosómica se define como la ganancia 
o pérdida de un cromosoma o un segmento del mismo en una población celular 
determinada con una tasa mayor comparada con la de una población celular normal 
(Gollin, 2005). La recombinación homóloga es un proceso fundamental en la célula, 
que permite la reorganización de genes dentro y entre cromosomas, participa en la 
reparación del ADN, asegura la segregación de los cromosomas en la división y es una 
potente fuerza evolutiva que promueve la diversidad genética. Las células que 
manifiestan el primero de los fenómenos generalmente presentan una muerte 
reproductiva tardía (Marder, 1993), mientras que este efecto no se ha observado en 








Efecto de la vecindad  
  
 Se define como el conjunto de respuestas biológicas encontradas en células que 
no han sido directamente atravesadas por la radiación pero que estuvieron en contacto 
con células irradiadas o recibieron señales de ellas. Estas células vecinas pueden 
exhibir daños típicamente asociados a la exposición directa a la radiación (Morgan, 
2003). Se han desarrollado numerosos estudios para evaluar este tipo de efecto, la 
mayoría de ellos se encuadran dentro de dos metodologías, se irradia una sola célula 
dentro de toda una monocapa (microbeam irradiation) o bien una monocapa entera, 
generando el denominado medio condicionado irradiado que luego se transfiere a 
nuevas monocapas celulares. Con ambos modelos experimentales se ha podido 
demostrar un aumento en las frecuencias de intercambio de cromátidas hermanas 
(ICH), micronúcleos, células apoptóticas, mutaciones y transformaciones malignas, en 
las células no irradiadas. Por medio de esos modelos también se han demostrado 
cambios en los perfiles de expresión de algunos genes como p53, p21Waf1, CDC2, 
cyclin-B1 y rad51. La explicación sugerida para este fenómeno es la secreción de 
citoquinas y otros factores por parte de las células irradiadas llevando a una 
sobrexpresión del metabolismo oxidativo en las células vecinas (Little, 2007). Este 
fenómeno involucra las vías de comunicación célula-célula a través de uniones 
celulares tipo gap. Algunos autores sugieren que la exposición a la radiación podría 
aumentar la comunicación celular, ya que se ha encontrado una sobrexpresión de la 
proteína conexina 43 en células irradiadas (Azzam et al., 2003).  
 
Respuesta radioadaptativa  
 
 Varios autores coinciden en señalar el desarrollo de una resistencia a los efectos 
inducidos por la radiación (Olivieri et al., 1984; Sasaki, 2002; Streffer, 2005, Mitchel, 
2006). La misma surgiría como consecuencia de la exposición previa a radiaciones de 




convertirse en células menos susceptibles a una posterior exposición a dosis mayores 
de radiación (Huang et al., 2004).  
 
Interacción de la radiación ionizante con el ADN 
 
 Cuando la RI impacta directa o indirectamente sobre el ADN puede dañar 
cualquiera de sus partes constituyentes trayendo aparejadas consecuencias diversas 
según sea el sitio de impacto.  
          - Daño a nivel de las bases nitrogenadas: hasta la actualidad han sido 
caracterizados tanto intermediarios de vida corta como varios productos finales 
originados a partir de bases púricas y pirimidínicas por efecto de la radiación. 
 Con respecto a las bases púricas, el bajo potencial de óxido-reducción de la 
guanina, hace a esta base particularmente vulnerable a las ROS. Uno de los productos 
de oxidación de la guanina más estudiados es la 7,8-dihydro-8-oxo2’deoxyguanosina 
(OG). La presencia de OG es generalmente utilizada como biomarcador celular de 
estrés oxidativo (Su et al., 2013). Otro producto de oxidación de la guanina 
ampliamente estudiado es la 8-hidroxiguanina, la cual resulta de la adición de un grupo 
oxhidrilo a la guanina.   
 En el caso de las bases pirimidínicas, la mayoría de los trabajos aportan 
resultados relacionados con el efecto de la radiación ionizante sobre estas bases 
nitrogenadas, más específicamente sobre la timina. En este sentido, los radicales 
oxhidrilo suelen atacar el doble enlace de la posición insaturada del C5-C6, llevando a 
la formación de un radical intermediario, la 6-hidroxitimina. Bajo condiciones aeróbicas 
pueden ocurrir reacciones posteriores con moléculas de O2 las cuales pueden resultar 







Fuente: Friedberg et al., 1995 
  
Figura 3. Formación de glicoltimina a partir de timina. 
 
 Este anillo saturado, conocido como glicoltimina, puede fragmentarse dando 
lugar a la formación de productos tales como la methyltartronylurea, la 5-
hydroxyhydantion, la N-formamidourea y urea (Figura 4).  
 
 
Fuente: Friedberg et al., 1995 
 
Figura 4. Formación de urea a partir de la glicoltimina. 
 
 Es mucho menos frecuente la formación de productos a partir de la citosina, 
aunque al igual que para la timina, el sitio de ataque para los radicales OH* más 
ampliamente reportado es el doble enlace establecido entre el C5 y C6.  
 Los efectos biológicos finales acarreados por este tipo de lesiones en el ADN 
pueden ser diversos, desde el enrollamiento incorrecto de la doble hélice y 
apareamientos incorrectos de las bases durante el proceso de replicación hasta el 
bloqueo de la misma, tal como ocurre generalmente en presencia de glicoltimina.   
 Por su parte, la saturación de los anillos, puede resultar en la desestabilización 





          - Daño a nivel del azúcar: a pesar de que se ha estimado que el daño a nivel de 
los residuos de azúcar es bastante menos frecuente que el daño a nivel de las bases 
nitrogenadas, este tipo de lesiones son biológicamente más relevantes, ya que pueden 
ocasionar efectos tales como la fractura de una o de ambas cadenas de ADN.  
 El ataque directo de iones OH* a los azúcares constituyentes del ADN puede 
generar distintos tipos de lesiones, entre las que se encuentran los sitios lábiles al 
álcali, que a su vez pueden resultar en rupturas de cadena luego del tratamiento con 
soluciones alcalinas (Figura 5). 
 
 
Fuente: Friedberg et al., 1995 
 
Figura 5. Sitios lábiles al álcali. 
  
 Se denomina ruptura de cadena simple (SSB) a la interrupción de sólo una de 
las dos hebras de ADN, mientras que recibe el nombre de ruptura de cadena doble 
(DSB) cuando quedan interrumpidas ambas hebras. La presencia de una ruptura 
simple de cadena inducida por la radiación puede resultar en la desnaturalización del 
ADN en la zona periférica de la ruptura. Esto podría traer como resultado la pérdida del 
efecto protector dado por las interacciones generadas en el apilamiento de las bases 
en el ordenamiento natural de la hebra; exponiendo a su vez aún más a la cadena 
opuesta y haciéndola, por lo tanto, más susceptible al ataque de radicales libres. Con 




transferencia de un radical hacia la cadena opuesta o si se deben a ataques múltiples 
de radicales, llevando a la ruptura independiente de cada una de ellas.  
 Al considerar la posibilidad de reparación de estas lesiones, es importante notar 
que la mayoría de las mismas están caracterizadas por terminaciones inusuales en la 
molécula dañada, las cuales impiden la normal reparación. A pesar de que la mayor 
parte de los extremos 5’ retienen el grupo fosfato, en el extremo 3’ usualmente no están 
disponibles los oxhidrilos y en su lugar se encuentran grupos fosfatos o fosfoglicolato. 
En algunas oportunidades el fosfato también se pierde totalmente e incluso a veces 
también los fragmentos del azúcar, convirtiendo así a muchas de las rupturas de la 
cadena en gaps o brechas de nucleótidos.   
 
 I.4. La respuesta celular a la exposición a radiación ionizante 
 
 Las células están constantemente expuestas a agentes endógenos o exógenos 
capaces de dañar el ADN, comprometiendo por tanto su integridad. Cómo ha sido 
expuesto en el apartado anterior, entre las lesiones producidas en el ADN por 
exposición a RI, las rupturas de doble cadena son las más riesgosas para la salud 
humana, por poseer éstas una alta correlación con los procesos de mutagénesis y 
carcinogénesis (Lees-Miller y Meek, 2003; Jackson y Bartek, 2009; Rothkamm y Prise, 
2009; Hartlerode y Scully, 2009; Kass y Jasin, 2010; Bajinskis et al., 2013).  
 Como consecuencia de esta amenaza constante las células de los mamíferos 
cuentan con sistemas de defensa celular que intentan constantemente protegerlas de 
estos agentes potencialmente dañinos. Un ejemplo de ello son las enzimas que 
protegen a las células de los RL, tales como la superóxido dismutasa, las catalasas y 
las peroxidasas, que han evolucionado como moléculas fundamentales en la defensa 
celular debido a que la formación de RL es un fenómeno natural en procesos tales 
como la respiración celular.  
 Por otra parte, también existen mecanismos de respuesta al daño en el ADN 
(Deckbar et al., 2011) que si bien operan a través de vías enzimáticamente separadas 




estabilidad e integridad genómica. Aun así, en caso de no poder reparar el daño 
generado, las células eucariotas tienen la capacidad de desviar su programación 
celular hacia una muerte celular programada (apoptosis), a fin de evitar los procesos 
que llevan a la transformación celular maligna. En este contexto se podría decir que los 
mecanismos de respuesta al daño en el material genético incluyen tanto a los 
mecanismos de reparación como a los procesos encargados de regular la progresión a 
lo largo del ciclo celular (van Gent et al., 2001; Jackson y Bartek, 2009).  
 Por otra parte, toda célula debe comprobar la fidelidad de su material genético a 
fin de poder replicar una copia exacta del mismo antes de dividirse. Para ello la 
maquinaria celular cuenta con puntos de control en cada uno de los pasos del ciclo 
celular, los cuales garantizan un estado óptimo antes de pasar a la siguiente fase. 
 Luego de detectar el daño en el ADN a través de moléculas sensoras del daño, 
comienza una gran amplificación y diversificación de señales comenzando con señales 
traductoras hacia una serie de efectores que dispararán un conjunto de eventos 
celulares conocidos como respuesta al daño en el ADN (DDR). Esta respuesta celular 
involucra principalmente al control del ciclo celular, el mantenimiento de la estabilidad 
telomérica, el control de la transcripción, la reparación del ADN y la apoptosis (Zhou et 
al., 2006). 
 Actualmente se considera que la DDR comienza con la unión del complejo 
proteico MRN al sitio de daño (Petrini y Stracker, 2003; Uziel et al., 2003; Zhou et al., 
2006; Halimi et al., 2013). Este complejo recibe este nombre por las tres proteínas que 
lo constituyen: Mre11, Rad50 y Nbs1. La unión de MRN a la hebra de ADN conlleva al 
reclutamiento y activación de un grupo de moléculas efectoras pertenecientes a la 
familia de proteínas quinasas: la Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), la Ataxia 
Telangiectasia and Rad3-related (ATR) y la Subunidad Catalítica de la Proteína 
Quinasa Dependiente de ADN (DNA PKsc) quienes tienen la capacidad de fosforilar la 
histona H2AX. Como consecuencia de esta fosforilación la proteína Nbs1 del complejo 
MRN, se anclará al sitio de daño reclutando así una mayor cantidad de moléculas del 
complejo MRN y generando, por lo tanto, un sistema de retroalimentación positivo que 




Jeggo y Löbrich, 2005; Zhou et al., 2006; Löbrich, 2010; Quennet et al., 2011; Halimi et 






















Figura 6. Modelo simplificado de la respuesta celular al daño en el ADN. Paso1: MRN detecta 
el daño en el ADN. Paso 2: MRN recluta y activa PIKKs. Paso 3: estas moléculas activadas 
fosforilan a la histona H2AX, lo que conlleva al reclutamiento de una mayor cantidad de MRN y 
otros efectores hacia la proximidad del sitio de daño en el ADN para amplificar la señalización 
del daño y activar la DDR.  
 
 Debido a que ATM, ATR, y DNA-PKsc actúan como sensoras y como señales 
traductoras del daño en el ADN, son consideradas actualmente como uno de los puntos 
de inicio de toda la compleja red de DDR (Zhou et al., 2006). Resulta interesante 
resaltar que estas quinasas que actúan como señales traductoras del daño difieren 
muchas veces en sus sustratos a fosforilar. Así, mientras ATM y ATR tienen como 
principales sustratos factores involucrados en el control del ciclo celular como CHK1, 
CHK2, p53, NBS1, SMC1 (Kurz et al., 2004), DNA-PKsc tiene como principales 
sustratos los factores involucrados en la reparación del ADN por unión de extremos no 









Mecanismos involucrados en la reparación de DSBs 
 
 Las DSBs pueden generarse espontáneamente durante procesos celulares 
normales tales como la síntesis de ADN y el entrecruzamiento de la meiosis, o durante 
algunos procesos celulares especializados como la recombinación somática de los 
segmentos V(D)J al momento de “diseñar” las inmunoglobulinas en los linfocitos B o T 
(Rothkamm et al., 2003; Riballo et al., 2004). 
 La adecuada reparación de este tipo de lesiones es esencial para un 
mantenimiento exitoso de la integridad genómica y la futura transmisión de la 
información genética (Hartlerode y Scully, 2009). 
 Principalmente, se conocen tres mecanismos bien diferenciados 
enzimáticamente para la reparación de las DSBs: 1- la recombinación homóloga 
(homologous recombination, HR), 2- la unión de extremos no homólogos (non-
homologous end joining, NHEJ) y 3- la hibridación de hebra simple (single strand 
annealing, SSA). Los dos primeros han sido documentados en la reparación de las 
DSBs en eucariotas superiores (Limoli, 2004; Lees-Miller y Meek, 2003; Jeggo y 
Lobrich, 2005; Beucher et al., 2009, Kass y Jasin, 2010), mientras que el último es un 
mecanismo propio de las levaduras (Illiakis, 2009). 
 Si bien algunos autores proponen a NHEJ como la principal vía de reparación 
(Jeggo, 2011) y a HR como una vía alternativa (Beucher et al., 2009), otros consideran 
que la contribución relativa de cada una de estas vías de reparación es exclusivamente 
dependiente del momento celular en el cual se implemente la injuria (Rothkamm et al., 
2003; de Campos Nebel et al., 2008). Esta última idea es la de mayor consenso debido, 
básicamente, a dos restricciones que operan para HR: 1- la ausencia durante la mayor 
parte del ciclo celular de la cromátida hermana que sirve de molde para la síntesis del 
nuevo fragmento de ADN; 2- la presencia de una proteína quinasa dependiente de 
ciclinas (CDKs), la cual aumenta durante S-G2, y que promueve la escisión de los 
extremos de la molécula de ADN (Kass y Jasin, 2010). 
 La mayor parte de las DSBs (aproximadamente el 85%), son reparadas bajo una 




contraste, casi un 15% de las DSBs inducidas por radiación son reparadas bajo una 
cinética marcadamente más lenta, a través de un proceso que requiere de ATM y de 
sus proteínas medidoras, tales como MDC1 o 53BP1, que se acumulan en los focos 
inducidos por RI (Goodarzi et al., 2006). 
   
Reparación del ADN por recombinación homóloga (HR) 
 
 Este mecanismo utiliza una homología exhaustiva a fin de restituir fielmente la 
secuencia en el sitio de ruptura. Es un mecanismo de reparación que ocurre durante la 
finalización de la fase S y principios de G2 del ciclo celular, momentos en los cuales se 
encuentra ya sintetizada la cromátida hermana, la cual es utilizada como molde para la 
reparación (Jackson y Bartek, 2009; Rothkamm y Prise, 2009; Hartlerode y Scully, 
2009; Kass y Jasin, 2010). 
 El primer paso en este mecanismo de reparación requiere el procesamiento de 
la DSB con la consecuente formación de un extremo de la hebra de ADN que contenga 
un OH 3’. En el caso de las células de mamíferos este primer paso es llevado a cabo 
por el complejo proteico MRN, mencionado anteriormente, junto con la proteína CtIP 
(Quenet et al., 2011). La proteína CtIP está involucrada en varias vías celulares, en el 
caso de la reparación del ADN por HR sería quien inicia el proceso a través de la 
escisión del extremo de la DSB para la formación de una cadena simple de ADN 
(ssDNA) (Sartori et al., 2007). 
 Un segundo paso requiere la estabilización de la ssDNA por parte de las 
proteínas RPA (Replication Protein A) las cuales se unen rápidamente a esta hebra 
simple. Finalmente, esas moléculas son reemplazadas por otras dos proteínas, rad51, 
rad 54 y BRCA 2, quienes promueven la invasión de la hebra homóloga que servirá 
como molde para la posterior síntesis de ADN (Rothkamm y Prise, 2009; Hartlerode y 






Figura 7. Reparación del ADN por Recombinación Homóloga (HR). Paso 1: procesamiento de 
los extremos 3’ de la hebra de ADN por el compejo MRN. Paso 2: las proteínas RPA estabilizan 
la cadena simple de ADN, y unión de las proteínas que guiarán la invasión de la hebra 
homóloga de ADN en la región daãnads. Paso 3: Síntesis de ADN utilizando la cadena 
homóloga como molde. Paso 4: Ligadura del ADN reparado.  
 
Reparación del ADN por unión de extremos no homólogos (NHEJ)  
 
 Este mecanismo representa la principal vía por la cual las células eucariotas 
reparan las lesiones originadas por radiación ionizante (Rothkamm et al., 2003; Jeggo y 
Löbrich, 2005). De hecho, quizá el aspecto más interesante que reviste esta vía de 
reparación es la diversidad de estructuras formadas en los extremos lesionados del 
ADN con las que puede interactuar. Por lo cual ofrece una gran flexibilidad en la 
interacción proteína-sustrato, fenómeno poco común en la mayoría de los procesos 
bioquímicos. Esta propiedad es de importancia vital en el caso particular del daño en el 




en los extremos de la hebra de ADN como respuesta a la interacción de la RI o de las 
ROS con el ADN (Lieber, 2010).  
 Si bien se ha sugerido como el mecanismo principal de reparación a lo largo de 
todo el ciclo celular (Jeggo et al., 2011), el mismo resulta de fundamental importancia 
durante la fase G1 del mismo, en la cual aún no está disponible la cromátida hermana 
resultando por tanto inviable la reparación por HR.  
 Otra característica a tener en cuenta a la hora de analizar la reparación de DSBs 
por esta vía, es el hecho de que este mecanismo no utiliza un molde para cumplir su 
función, ésta ha demostrado ser la causa por la cual esta vía es propensa a cometer 
errores en la secuencia de nucleótidos durante la reparación del ADN. Por este motivo 
es conocido en la literatura como mecanismo de reparación propenso a error 
(Rothkamm y Prise, 2009).  
 Los componentes claves involucrados en la reparación por NHEJ son 
básicamente dos: la enzima proteína quinasa dependiente de ADN (DNA-PK); y el 
complejo XRCC 4- Lig4 (X4-L4).  
 La DNA-PK está constituida por tres subunidades: una subunidad catalítica de la 
DNA-PK (DNA-PKsc) y un heterodímero de unión al ADN denominado Ku, conformado 
por Ku70 y Ku80.  
 La DNA-PKsc pertenece a la superfamilia de las proteinas quinasas fosfoinositol 
3’fosfato (PIKK). Varios sitios de autofosforilación han sido mapeados en esta proteína, 
de los cuales los más importantes se encuentran entre los residuos 2609 y 2647 
(clúster ABCDE) y entre los residuos 2023 y 2056 (clúster PQR). Al parecer, la 
fosforilación del primero de ellos parece estimular el procesamiento y la unión de los 
extremos de ADN, mientras que la fosforilación del clúster PQR inhibe el 
procesamiento de los mismos. Este descubrimiento propulsó un modelo en el cual la 
DNA-PKsc funciona como una molécula capaz de regular el acceso a los extremos del 
ADN cambiando su estatus de fosforilación (Lees-Miller y Meek, 2003; Weterings et al., 
2009).  
 El heterodímero Ku adquiere una forma de anillo con un poro central que permite 




amino centrales de ambas proteínas constituyentes (Weterings et al., 2009; Goodarzi, 
2010). La unión de esta estructura al extremo dañado de la molécula de ADN dispara el 
reclutamiento no sólo de la DNA-PKsc para constituir la holoenzima sino también de 
otras proteínas necesarias durante los últimos pasos de la reparación (Rothkamm y 
Prise, 2009). 
 Respecto del complejo X4-L4, está constituído por tres proteínas que gobiernan 
la funcionalidad del mismo: XRCC4, ADN ligasa IV y XLF. 
 XRCC4 (X-ray cross complementing 4) al parecer no posee ninguna actividad 
enzimática pero actúa como peldaño para fortalecer las interacciones entre Ku y la 
molécula de ADN a fin de estabilizar esta estructura y estimular la actividad ligasa de la 
ADN ligasa IV (Kass y Jasin, 2010).  
 La ADN ligasa IV, como su nombre lo indica es una enzima que tendría la 
capacidad de ligar tanto extremos romos como así también extremos adhesivos del 
ADN. Este hecho podría evitar, en determinadas ocasiones, el procesamiento de los 
extremos del ADN disminuyendo la predisposición a error intrínseco de este 
mecanismo de reparación (Ma et al., 2005). Un dato que reviste particular interés es 
que el complejo enzimático X4-L4 posee la capacidad de ligar una cadena de ADN 
independientemente de la otra hebra, lo cual permitiría que se continúe 
simultáneamente con el procesamiento enzimático de la otra cadena en caso de ser 
necesario (Ma et al., 2004). A pesar de que ha sido durante muchos años considerada 
como molécula fundamental para el normal desarrollo de esta vía de reparación, 
actualmente se ha demostrado que NHEJ también ocurre en ausencia de este 
complejo, lo cual sugiere que otra ligasa podría sustituir parcialmente a la ligasa IV  
(Yan et al., 2007). 
 Por último, XRCC4- like factor (XLF) también conocida como Cernunnos, es una 
enzima que modula la activad ligasa de la ADN ligasa IV a través de una interacción 
directa con la proteína XRCC 4 (Yano et al., 2008).   
 Algunas otras proteínas involucradas en esta vía de reparación citadas en la 
bibliografía son Artemis y determinadas polimerasas involucradas en la nueva síntesis 




Lieber, 2010; Fell y Schild-Poulter, 2015). Artemis es una endonucleasa miembro de la 
superfamilia de las enzimas β-lactamasas, la cual es reclutada hacia la DSB gracias a 
su capacidad de interactuar con la DNA-PKsc. Aparentemente esta enzima posee 
actividad exonucleasa 5’cuando se encuentra aislada, aunque al unirse a la DNA-PKsc 
forma un complejo con una variedad de funciones, incluyendo actividad endonucleasa 
3’, endonucleasa 5’ y hairpin openinig activity, siendo por lo tanto capaz de procesar 
una gran variedad de extremos dañados del ADN (Ma et al., 2002 y 2005; Yannone et 
al., 2008; Lieber, 2010).  
 El procesamiento de lesiones complejas puede llevar a la formación de 
interrupciones en la molécula de ADN, las cuales deben ser completadas por 
determinadas ADN polimerasas. La familia de polimerasas X, incluyendo la polimerasa 
µ, λ y la desoxiribonucleotidiltransferasa, han sido implicadas en cumplir esta función 
durante NHEJ. 
 El primer paso de la reparación del ADN por NHEJ, consiste en el 
reconocimiento y la unión del heterodímero Ku a los extremos dañados de la hebra de 
ADN a fin de obtener el alineamiento y la estabilización de los dos fragmentos de ADN. 
Esta nueva estructura, es capaz de reclutar a la DNA-PKsc y activar así su función 
quinasa de serina-treonina. 
 Se propone aquí un paso bajo el nombre de sinapsis (De Fazio et al., 2002), el 
cual se define como el momento en que los dos extremos dañados del ADN son 
acercados por dos moléculas de DNA-PKsc, una en cada uno de los extremos 
opuestos. Artemis, junto con algunas otras proteínas reparadoras puede ser 
involucrada luego de este paso, en caso de ser necesario un procesamiento de los 
extremos de la hebra del ADN.   
 Finalmente, el complejo X4-L4 es reclutado por el complejo DNA-PK a fin de 
ligar los extremos de la molécula de ADN, finalizando así la reparación de la ruptura de 
doble cadena (Figura 8). 
 Presumiblemente la fosforilación y la desfosforilación de la DNA-PKsc, juegan un 
rol importante a la hora de liberar de la hebra de ADN toda la maquinaria enzimática de 







Fuente: Mahaney et al., 2013 
  
Figura 8. Modelo de reparación del ADN por unión de extremos no homólogos (NHEJ). Se 
propone que NHEJ ocurre en tres etapas: 1. la detección de extremo y unión, 2. el 
procesamiento de los extremos para eliminar aquellos grupos que no puedan unirse; 3. la 
finalización de la ligadura del ADN. El momento preciso en que cada proteína es reclutada y 
posteriormente liberada del complejo de reparación NHEJ, no está totalmente esclarecido 
(indicado por líneas de puntos y signos de interrogación). Ku80 se muestra en naranja y Ku70 
en rojo, DNA PKcs en azul, Artemis (Art) en gris, XRCC4 dimérica en verde, XLF dímera en 
púrpura, LIG4 en negro y PNKP en rosa.  
 
Mecanismos alternativos de NHEJ 
 
 Actualmente existe abundante bibliografía que sugiere que la reparación a través 
de NHEJ cuenta con vías alternativas. Se propone que existen dos vías simultáneas de 
este mecanismo de reparación y que actuarían con relativa importancia en distintos 
estadios del ciclo celular. La vía de reparación por NHEJ descripta originalmente, 
dependiente de DNA-PK y que actuaría básicamente a lo largo de todo el ciclo celular, 
se denomina D-NHEJ. La vía alternativa o de “backup” de la vía tradicional de NHEJ, 
involucrada principalmente en la fase G2 del ciclo celular, es B-NHEJ (Wang et al.,  




2015). D-NHEJ, es considerada como la vía “canónica” de NHEJ. Sin embargo, en la 
última década se ha incrementado la evidencia que sostiene que en ausencia de los 
factores apropiados de NHEJ existe una vía alternativa, en la cual se ha reportado la 
participación de otras moléculas. Como ejemplo se puede nombrar la Poli (ADP-ribosa) 
polimerasa (PARP-1) que ha sido originalmente descripta como molécula implicada en 
otros mecanismos de reparación, como la reparación por escisión de bases (Wang et 
al., 2006). Su rol en la reparación de DSBs permanece aún poco claro pero se ha 
propuesto que esta molécula junto con la ligasa III opera en B-NHEJ. Al parecer, 
PARP-1 es reclutada para la reparación de las DSBs, especialmente en ausencia de 
las proteínas Ku y ligasa IV. Sin embargo, debido a la baja fidelidad de este mecanismo 
alternativo, esta vía ha sido involucrada en procesos relacionados con inestabilidad 
genómica y cáncer (Wang et al., 2006; Wu et al., 2008). 
 
Competencia y colaboración entre ambos mecanismos de reparación 
 
 La elección por parte de la célula de la vía de reparación utilizada estaría 
determinada por varios factores, principalmente la naturaleza de la lesión y el momento 
del ciclo celular en el cual se encuentra. Esta última parecería ser la razón 
determinante debido a las restricciones que tiene HR a la hora de disponer de la 
cromátida hermana mientras que NHEJ, al no necesitar molde, estaría disponible a lo 
largo de todo el ciclo celular (Rothkamm et al.,  2003; Kass y Jasin, 2010).  
 Algunos autores, postulan que la competencia y colaboración entre ambos 
mecanismos, estaría basada en la capacidad de la célula para el procesamiento de los 
extremos dañados. Así, en cultivos celulares mutantes para NHEJ en proteínas que 
aumenten la escisión de los extremos (por ejemplo mutantes para Ku), se evidencia un 
incremento de HR. Mientras que mutantes para proteínas que disminuyen la escisión 
de los extremos dañados (por ejemplo mutantes para CtIP), llevan a un incremento de 
NHEJ. En este sentido, estos autores proponen que la limitación para operar HR no 
estaría debida exclusivamente a la disponibilidad de la cromátida hermana sino a la 




paso es promovido por proteínas kinasas dependientes de ciclinas (Kass y Jasin, 
2010). 
 Se ha encontrado también evidencia que sugiere la colaboración entre ambas 
vías a efectos de aumentar la reparación del ADN para salvaguardar la integridad 
genómica (Pierce et al., 2001). Estudios realizados en líneas celulares y animales de 
laboratorio mutantes para ambos mecanismos de reparación, han demostrado poseer 
un fenotipo con una sensibilidad muy superior a la que cabría esperar para cultivos 
deficientes en cualquiera de estas vías por separado (Takata et al., 1998; Fukushima et 
al., 2001; Coudel et al., 2004; Mills et al., 2004). 
  
Radiación ionizante y muerte celular  
 
 Los sistemas vivos cuentan con diversos mecanismos de muerte celular, 
algunos de ellos se disparan en forma controlada y son verdaderos procesos de muerte 
como la apoptosis, mientras que algunos otros se desarrollan en forma descontrolada o 
más abruptamente como la necrosis. 
 En el año 2009 y posteriormente en el 2012, el Comité de Nomenclatura de 
Muerte Celular (NCCD) sugiere que los términos asociados a la muerte celular podrían 
organizarse desde un punto de vista funcional como se detalla en la Figura 9. (Kroemer 
et al., 2009, Galluzzi, et al. 2012) 
 
Fuente: Comité para la Nomenclatura de Muerte Celular (Kroemer et al., 2009) 





     En los últimos años se ha acumulado evidencia que sostiene la existencia de 
una fuerte asociación entre la exposición a RI de células eucariotas y tres modos 
básicos de muerte celular: necrosis, autofagia y apoptosis; como así también una 
senescencia celular acelerada. La selección de cada uno de estos modos por parte de 
la célula depende de varios factores, tales como el tipo celular involucrado, la dosis de 
radiación absorbida y la tasa de división celular, entre otros (Watters, 1999, Verheij 
yBartelink, 2000, Rothkamm y Lobrich, 2003; Lindsay et al., 2007; Kapty et al., 2010; 




 La necrosis, del griego “cadáver”, es la muerte patológica de un conjunto de 
células o de cualquier tejido, provocada por un agente nocivo que causa una lesión tan 
grave que no se puede reparar o curar. Durante mucho tiempo, la necrosis se ha 
considerado como un mecanismo de muerte celular meramente accidental y fue 
definida por la ausencia de rasgos morfológicos presentes en otros procesos de 
muerte, como pueden ser la apoptosis o la autofagia. Actualmente, está claro que la 
necrosis se puede producir de una manera regulada y que la muerte celular necrótica 
tiene un papel destacado en múltiples ajustes fisiológicos y patológicos. En estos 
casos, se sugiere adoptar el término de  'necrosis regulada'. Varios factores 
desencadenantes pueden inducir una necrosis regulada, incluyendo daño en el ADN, 
agentes alquilantes, citotoxinas y la ligación de receptores de muerte, por lo menos en 




 La autofagia, del griego auto= uno mismo y phagos= comer, es un proceso 
catabólico altamente conservado en eucariotas, en el cual porciones citoplasmáticas u  




(autofagosomas) y liberados dentro del lisosoma para su descomposición y eventual 
reciclado de las macromoléculas resultantes. En la mayoría de los casos, la autofagia 
constituye una respuesta citoprotectora capaz de favorecer el restablecimiento de la 
homeostasis y la supervivencia celular en células que intentan hacer frente a factores 
de estrés, mientras que en otros casos constituye un verdadero mecanismo letal 




 El término es introducido por primera vez por Kerr en 1972 para definir un 
mecanismo de muerte celular controlada, difusamente conocido hasta aquel momento, 
el cual parecía jugar un rol complementario y opuesto al rol de la mitosis en la 
regulación de las poblaciones celulares animales. Sus características morfológicas 
sugerían un fenómeno inherentemente programado y celularmente activo.  
 Desde hace varias décadas, se propone que este tipo de muerte celular puede 
ser tanto iniciada o inhibida por una variedad de estímulos ambientales, ya sean éstos 
fisiológicos o patológicos. El mecanismo de apoptosis es críticamente importante 
durante el desarrollo, facilitando la remodelación de los tejidos, y en el estado adulto 
este proceso es el responsable del mantenimiento homeostático del número celular. 
También juega un rol clave en la eliminación de células transformadas o infectadas. 
Asimismo, se ha demostrado que la apoptosis está fuertemente involucrada en la 
eliminación de células cuyo ADN se encuentra dañado a causa del accionar de 
diversos agentes, tales como quimioterapéuticos o radiaciones. 
 Por todas estas razones, se reconoce actualmente que los defectos en las vías 
de señalización que llevan a la muerte celular por apoptosis son el punto central de 
muchas enfermedades, incluyendo el desarrollo y la progresión de transformaciones 
malignas (Johnson, 2012). 
 Los primeros estudios definen una serie de cambios morfológicos ordenados 
que llevan a la apoptosis, los cuales incluyen el encogimiento celular, la condensación 




célula en los llamados “cuerpos apoptóticos”, que se rodean de membrana plasmática y 
generalmente son fagocitados con posterioridad por macrófagos o células vecinas. La 
caracterización temprana de la apoptosis también incluye una serie de cambios 
bioquímicos, como por ejemplo la externalización de los fosfolípidos de la membrana 
plasmática, la activación de ADNasas celulares y la degradación del ADN genómico en 
fragmentos de longitud nucleosomal. 
 Un cambio muy estudiado en la apoptosis, es el observado en la familia de 
enzimas denominadas cisteína aspartato proteasas (CASPASAS). Las cuales 
constituyen una familia de proteasas que se encuentran siempre en forma de 
zimógenos.  
 Otro cambio muy estudiado en las células apoptóticas radica en la distribución 
de los fosfolípidos de membrana. Las células viables mantienen una distribución 
asimétrica de diferentes fosfolípidos entre las caras interna y externa de la membrana 
plasmática. Esta asimetría fue primeramente descripta para los eritrocitos pero luego se 
observó que ocurría en todos los tipos celulares nucleados (Devaux, 1991; Zachowski, 
1993). La asimetría lipídica de la membrana plasmática es mantenida por enzimas de 
membrana específicas denominadas flipasas, quienes facilitan la translocación de las 
moléculas lipídicas desde una de las caras de la membrana hacia la otra (Higgins, 
1994). Bajo condiciones fisiológicas normales, la exposición de la fosfatidilserina (PS) 
en la cara externa de la membrana plasmática funciona como marcador específico para 
la fagocitosis de las células que están en proceso de muerte. En la actualidad, ha sido 
ampliamente demostrado que la pérdida de la asimetría de la membrana plasmática es 
un evento temprano en la apoptosis, independientemente del tipo celular, resultando en 
la exposición de los residuos de fosfatidilserina (PS). La pérdida de la asimetría 
seguiría a la cascada proteolítica de las caspasas, pero precedería a la condensación 
nuclear y ruptura del citoesqueleto celular y constituyentes de la matriz nuclear 
(Panganiban, 2013).  
 Tiempo atrás se sugería que características adquiridas durante el proceso de 
apoptosis, como por ejemplo la exposición de las fosfatidilserinas de la membrana 




manifestaba esa característica se consideraba finalmente muerta. Esta idea ha ido 
cambiando y en la actualidad se considera que una célula está muerta exclusivamente 
cuando se verifica, al menos, uno de los siguientes puntos: 
- ha perdido la integridad de la membrana plasmática y, por lo tanto, los 
colorantes vitales, como el ioduro de propidio, pueden entrar en condiciones in 
vitro; 
- la célula, incluido su núcleo, ha sido fragmentada en pequeños cuerpos llamados 
“cuerpos apoptóticos”; 
- los cuerpos apoptóticos han sido fagocitados por células adyacentes in vivo. 
 
 La apoptosis puede ser iniciada tanto por señales extrínsecas como intrínsecas, 
así se describen dos grandes vías de señalización de apoptosis: 
 Vía extrínseca de señalización: también llamada apoptosis mediada por 
receptores de muerte. Esta vía comienza con la activación extracelular de los 
receptores de muerte transmembrana por medio de la unión de sus correspondientes 
ligandos extracelulares. La unión del ligando a su correspondiente receptor 
desencadena una cascada de señalización intracelular que lleva al clivaje autocatalítico 
de la procaspasa 8 con su consecuente activación. Finalmente, la forma activada de la 
caspasa 8 corta y activa las caspasas ejecutoras 3 y 7, que son las responsables de 
terminar con la destrucción proteolítica y la fragmentación del ADN (Earnshaw et al., 
1999; Luce et al., 2009; Tait y Green, 2010). 
 Vía intrínseca de señalización: también llamada apoptosis mediada por 
mitocondrias. Esta vía es aparentemente activada por una variedad de agresiones 
celulares, como por ejemplo una baja en la concentración de determinadas citosinas, 
tratamientos con quimioterapéuticos o radiación, entre otros. Ese daño al ser detectado 
por la célula transmite señales a la mitocondria causando la liberación de Citocromo C 
hacia el 1 citosol donde se une con la caspasa 9 y una proteína llamada Apaf1, 
formando un complejo denominado apoptosoma. La formación de este complejo resulta 




y activa así a las caspasas efectoras, convergiendo finalmente ambas vías de 
señalización. 
La radiación ionizante y la apoptosis  
 
 Como se describió anteriormente, la RI tiene la capacidad de generar en las 
moléculas del interior celular un daño tanto directo como indirecto. En el caso de las 
radiaciones de bajo LET, como son los rayos X, el daño indirecto cobra gran 
importancia y ocurre a través de la generación de ROS, las cuales son capaces de 
generar muchos efectos incluyendo la oxidación de macromoléculas y la activación de 
vías de señalización intracelular (Rhee et al., 2003; Bubici et al., 2006; Naumov y vonn 
Sonntag, 2008). 
 La vía intrínseca de la apoptosis ha sido asociada en muchas ocasiones a la 
apoptosis inducida por RI (Xiao y Whitnall, 2009; Surova y Zhivotovsky, 2012; 
Panganiban et al.,  2013).  
 La proteína supresora de tumores p53 llamada muchas veces “proteína 
guardiana del genoma”, juega un papel central en esta red de respuestas al daño en el 
ADN. La expresión de esta proteína se incrementa una vez instaurado el daño y una 
serie de modificaciones post transcripcionales (fosforilaciones y acetilaciones) es la 
responsable de estabilizarla y activar sus funciones como factor de transcripción o de 
asociación a otras proteínas. Así, tanto los niveles de expresión de p53 como las 
modificaciones sufridas luego de su transcripción, serán responsables en gran medida 
de la “decisión celular” de desencadenar o no la muerte celular programada (Vaseva y 
Moll, 2009).  
 Otra camino involucrado en la vía apoptótica intrínseca inducida por radiación es 
la de la esfingomielina, a través de la generación de ceramidas (Kolesnick y Fuks, 
2003; Finnberg et al., 2005; Kuribayashi et al., 2011). Las ceramidas, constituyen 
segundos mensajeros reguladores de respuestas al estrés celular, como puede ser la 
inducción de apoptosis. El aumento de las mismas en el interior celular parece ser una 
consecuencia de la hidrolización de la esfingomielina de la membrana plasmática por 




 La vía extrínseca de la apoptosis también ha sido vinculada con la RI, en 
modelos in vitro e in vivo, a través de la sobreexpresión de genes que codifican tanto 
para receptores de muerte como para determinados ligandos como son las citoquinas 
TGFβ (Belka et al., 1999; Belkacemi et al., 2000; Finnberg et al., 2005; Afshar et al, 
2006; Luce et al., 2009; Kuribayashi et al., 2011). 
 Por último, otra vía actualmente vinculada con la inducción de apoptosis por 
exposición a RI es la denominada vía de estrés del retículo endoplásmico (ER stress 
pathway) o respuesta a las proteínas desplegadas. En los últimos años, se ha ido 
incrementado la evidencia que indica que el daño o la oxidación de las proteínas 
intracelulares también contribuyen a la muerte celular por apoptosis (Lai et al., 2007; 
Kim et al., 2009; Qiu et al., 2010; Tsang et al., 2010). 
 En la Figura 10 se resumen las vías apoptóticas descriptas, así como los 
distintos tipos de respuestas de las células frente a las RI. 
   
Fuente: Panganiban et al., 2012  
Figura 10. Respuestas moleculares a la RI en las células expuestas. Dependiendo de la dosis y 
de la radiosensibilidad de la célula expuesta, la RI podría inducir muerte celular (a través de 
necrosis o apoptosis) o desencadenar una senescencia acelerada. La RI también puede 
provocar ER estrés y autofagia en respuesta a la acumulación de proteínas oxidadas o mal 
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II.1. Estudios de los efectos asociados con la exposición a dosis bajas de 
radiación ionizante     
 
 A largo del tiempo las radiaciones han mostrado tener una gran variedad de 
utilidades, pero casi conjuntamente con su descubrimiento han comenzado a 
conocerse los efectos adversos que éstas presentan para la salud humana. Así, a 
comienzos del siglo XX comenzó a acumularse evidencia acerca de las consecuencias 
negativas de la exposición a dosis altas de RI. 
 Actualmente los efectos deletéreos asociados a las dosis elevadas de radiación 
ionizante son ampliamente conocidos. Pasados ciertos umbrales, la radiación puede 
afectar el funcionamiento de órganos y tejidos, y producir efectos agudos tales como 
enrojecimiento de la piel, caída del cabello, quemaduras o síndrome de irradiación 
aguda. Estos efectos son más intensos con dosis más altas y mayores tasas de dosis. 
Por ejemplo, la dosis umbral para el síndrome de irradiación aguda es de 
aproximadamente 1 Sv (1000 mSv) (OMS, 2012). 
 Fue necesario un plazo mayor de tiempo para que los científicos comenzaran a 
estudiar los efectos asociados con las exposiciones a bajas dosis de este agente. 
Como se mencionó en el apartado anterior, la exposición a RI proviene principalmente 
de fuentes naturales ineludibles para cualquier ser humano, pero a ésta se suman 
fuentes de origen antropogénico, tales como la medicina diagnóstica, los tratamientos 
médicos, las utilidades industriales y de investigación, el poder nuclear, los aviones, la 
exploración espacial y el terrorismo radiológico, entre otros. Por lo tanto, reviste una 
gran importancia estudiar los efectos asociados a rangos de dosis muy bajas debido a 
los usos crecientes de las radiaciones en diversas disciplinas (Brenner, 2003).  
 Los primeros estudios a fin de mensurar el riesgo asociado a la exposición a 
dosis bajas de radiación ionizante (DBRI) provienen de datos epidemiológicos 
recolectados de individuos expuestos tanto accidental como ocupacionalmente. En este 
sentido, existe abundante literatura en la que se demuestra un incremento en los 
niveles de daño del ADN utilizando una amplia variedad de técnicas, como intercambio 
de cromátidas hermanas, frecuencia de micronúcleos y aberraciones cromosómicas, 
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entre otros (Chang et al., 1997; Cardoso et al., 2001; Hadjidekova et al., 2003; 
Mrdjanovic et al., 2005). 
 También se ha demostrado que las DBRI pueden tener efectos teratogénicos. La 
OMS señala que durante el desarrollo embrionario la RI puede producir daños 
cerebrales en el feto entre las 8 y las 15 semanas de gestación, tras la exposición 
prenatal aguda a dosis superiores a 100 mSv. Este umbral es relativamente más 
elevado hasta la semana 25 de gestación, ya que los mismos efectos en este período 
del desarrollo gestacional se han observado a niveles de dosis superiores a los 200 
mSv. Los estudios epidemiológicos indican que el riesgo de desarrollar cáncer tras la 
exposición fetal a la radiación es similar al riesgo que se observa tras la exposición en 
la primera infancia (OMS, 2012). 
 Si bien la bibliografía existente concluye que existe una fuerte asociación entre 
la exposición a RI y el riesgo de desarrollar procesos cancerígenos, no hay un acuerdo 
unánime respecto de la dosis umbral necesaria para observar este tipo de asociación. 
Se trata de cuestiones muy difíciles de comprobar epidemiológicamente debido a las 
“variables de confusión”, tales como el cigarrillo, el alcohol, el sexo, la edad o incluso 
las exposiciones pasadas a este agente o a cualquier otro (Sigurdson y Ron, 2004; 
Tucker, 2008). 
 Por su parte, Brenner (2003) propone que uno de los principales inconvenientes 
a la hora de estudiar las consecuencias de la exposición a DBRI en poblaciones 
humanas es la limitante estadística. En este sentido plantea la necesidad de desarrollar 
estudios epidemiológicos progresivamente más extensos para cuantificar el riesgo con 
un grado de precisión adecuado. Esta limitante estadística podría resolverse mediante 
el diseño de modelos con animales de laboratorio o incluso in vitro, aunque en estos 
casos la dificultad estaría dada a la hora de intentar extrapolar los datos obtenidos en 
este tipo de estudios a poblaciones humanas. 
 En este sentido, autores de la Universidad de Japon (Sasaki et al., 2014) 
proponen que la limitante estadística en el rango de la DBRI está dada básicamente 
por la poca precisión en la relación dosis-respuesta encontrada en este rango de dosis. 
Otra limitante importante destacada por estos autores, sería la imposibilidad de conocer 
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con exactitud la verdadera dosis total recibida en los estudios realizados con 
sobrevivientes de las bombas atómicas de Hiroshima y Nagasaki. Así, a fin de sortear 
estos dos grandes obstáculos descriptos anteriormente, estos investigadores han 
desarrollado un nuevo modelo estadístico no paramétrico basado en un algoritmo de 
redes neuronales artificiales, probado en las bases de datos de cáncer establecidos por 
la Fundación de Investigación de Efectos de la Radiación. A través de este modelo, 
concluyen que la distorsión en la relación dosis-respuesta encontrada en el rango de 
DBRI podría estar dada tanto por un incremento en el riesgo a desarrollar determinados 
tipos de cáncer; como así también por la presencia en algunos tejidos determinados de 
un efecto “radioprotector”.  
 En el apartado 3 de la Introducción, se planteó la idea de que la extrapolación de 
datos provenientes de dosis altas a través de un modelo lineal sin umbral parece no 
ajustarse adecuadamente a lo que ocurre con las dosis bajas de radiación. Esto podría 
deberse, en principio, a la existencia de los fenómenos no dirigidos (Morgan et al., 
1996; Wright, 1999; Little, 2000; Little et al., 2002; Ballerini et al., 2002; Morgan 2003a y 
b; Mothersill y Seymur, 2014). Esto no significa necesariamente que los efectos sean 
mutuamente excluyentes, sino que son de mayor importancia en un rango de radiación 
que en otro. Así, los efectos no dirigidos contribuirán más fuertemente a aumentar el 
daño en el rango de las dosis bajas, donde los efectos dirigidos son prácticamente 
despreciables. 
 Debido a la dificultad encontrada para establecer los límites aceptables de 
exposición a DBRI, en los años 1993 y 1994 el Comité Científico de las Naciones 
Unidas para el Estudio de los Efectos de las Radiaciones Atómicas (UNSCEAR) 
presentó un informe a partir del cual la comunidad obtuvo una visión más completa 
acerca de las consecuencias asociadas a la exposición de DBRI. Este informe tiene 
como principal objetivo reunir todos los antecedentes en carcinogénesis radio-inducida 
para alertar a la población acerca de los riesgos asociados a este tipo de exposición. 
También se describen las respuestas adaptativas de las células y organismos a las 
radiaciones (Gonzalez, 1994).  
 60 
 
Antecedentes   
 A causa de la importancia de establecer límites claros a la hora de fijar los 
niveles permitidos de exposición a DBRI, los principales organismos internacionales de 
protección radiológica  (UNSCEAR, ICRP y la IAEA) consideran de gran importancia 
evaluar los riesgos para la salud humana asociados a dicha exposición (World Nuclear 
Association, 2014).  
 
Exposición crónica a dosis bajas de radiación ionizante 
 
 Los primeros estudios relacionados con la exposición crónica a DBRI fueron 
realizados en poblaciones humanas. Este tipo de exposición puede darse por varias 
razones, entre las que destacan: 
- Exposiciones laborales, como la sufrida por los médicos y técnicos radiólogos, 
los pilotos de líneas aéreas, etc.  
- Exposiciones habitacionales, en casos de personas que habitan áreas 
naturalmente contaminadas por radiación o contaminadas como consecuencia 
de conflictos o accidentes nucleares como Hiroshima, Nagasaki, Chernobyl y 
Goiana.  
- Exposiciones terapéuticas, en algunos casos de individuos bajo tratamiento 
médico.  
 El riesgo elevado de desarrollar determinadas enfermedades encontrado en 
poblaciones humanas crónicamente expuestas a DBRI, ha sido ampliamente 
documentado a lo largo del tiempo y sigue siendo en la actualidad materia de estudio.  
 Dentro del rango de dosis bajas, se pueden citar una gran cantidad de trabajos 
llevados a cabo con poblaciones expuestas a gran variedad de dosis, tasas de dosis y 
fuentes de radiación que han evidenciado todas ellas un aumento en la incidencia de 
ACE en linfocitos de sangre periférica (Lloyd et al., 1980; Sankaranarayanan, 1982; 
Balakrishna y Rao, 1999; Maffei et al., 2004; Tanaka et al., 2008). Esta asociación ha 
sido también demostrada en modelos murinos expuestos crónicamente a DBRI 
(Tanaka et al., 2008). 
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 Hagelström y colaboradores (1995) evaluando la frecuencia de aberraciones 
cromosómicas estructurales (ACE) en linfocitos de sangre periférica de trabajadores de 
las áreas de medicina nuclear y radiodiagnóstico, evidenciaron un incremento cuatro 
veces mayor en estas frecuencias en aquellas personas laboralmente expuestas 
respecto de sus poblaciones controles. En este contexto, Angelini y colaboradores 
(2005), estudiando también poblaciones de trabajadores del área médica expuestos a 
DBRI, reportaron una frecuencia de micronúcleos (MN) significativamente más elevada 
respecto de las poblaciones controles. Por su parte, Changizi y colaboradores (2015) 
utilizando técnicas de bandeo G y tinción homogénea pusieron de manifiesto un 
aumento en los niveles de gaps de cromátida y cromosoma, como así también 
fracturas de cromátida en trabajadores del área de la medicina nuclear. 
  Otros autores, como Møller y Mousseau (2013), concluyeron que la 
contaminación de Chernobyl también ha afectado en gran medida a poblaciones no 
humanas. Destacando que las poblaciones de animales de vida silvestre como 
roedores, lobos y aves no son ya ni tan diversas ni tan abundantes como se esperaría 
en una región donde prácticamente no existe presión por parte del hombre. En este 
contexto, documentaron una menor cantidad de mamíferos en aquellas áreas de 
elevada contaminación respecto de las áreas menos contaminadas. Entre las aves han 
observado una longevidad y fertilidad reducida, cerebros de menor tamaño y 
mutaciones que indican un daño genético significativo comparado con las mismas 
especies en áreas de menor radiación.  
 Todos estos ejemplos constituyen una fuente invaluable de datos directos del 
efecto de las DBRI en los seres vivos.  
 Con el fin de evadir la influencia de los factores de confusión que afectan los 
estudios epidemiológicos, se han desarrollado modelos in vitro, en los cuales 
poblaciones de cultivos celulares son irradiadas crónicamente.  
 La mayor parte de los trabajos in vitro encontrados en la literatura corresponden 
al análisis de exposición crónica a DBRI con posterior exposición a dosis altas de RI a 
fin de estudiar la respuesta adaptativa. En este contexto es importante resaltar el 
trabajo publicado por Manesh (2015) en donde plantea la importancia de evaluar los 
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costos y beneficios asociados a este tipo de exposiciones. Con este propósito, 
paralelamente al estudio de la respuesta radioadaptiva, analizó cultivos de células 
MCF-10 expuestas a dosis finales de 100 mGy y 1 Gy administrados a diferentes tasas 
de dosis. Así, estableció una comparación entre dos tasas diferentes de exposición 
crónica: 1,4 mGy/h y 4,1 mGy/h; y una exposición aguda para cada una de las dosis 
finales y estudió las mutaciones ocurridas en el X-linked hprt locus. Los resultados 
encontrados para estas comparaciones son diferentes entre las dosis finales 
suministradas, pero dentro de cada una de ellas, no difieren según la tasa de dosis 
utilizada.  
 Trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio, como los de Güerci y 
colaboradores (2004 y 2005) al analizar y comparar la respuesta celular a exposición 
crónica a DBRI de una línea celular transformada (CHO-K1) con una línea no 
transformada (MRC-5), demostraron que la respuesta de las células en el rango de 
dosis bajas (5 a 50 mSv) no era el que podía esperarse por extrapolación directa del 
observado en el rango de las dosis altas. A su vez, se apreció una respuesta diferente 
entre ambas líneas celulares al analizar el nivel de daño en el ADN. Estos resultados 
acordaron con los obtenidos por Price (2004), quien trabajando con 2 Gy de rayos 
gamma, concluyó que la magnitud de la respuesta a este agente podría estar más 
relacionada con el tipo celular expuesto que con la dosis empleada.  
 
Inestabilidad genómica inducida por la exposición a dosis bajas de radiación 
ionizante  
 
 Como se detalló anteriormente, la inestabilidad genómica se define como una 
serie de efectos potencialmente perjudiciales observados en la progenie de células 
irradiadas, varias divisiones celulares después de la exposición a la radiación. Este 
fenómeno es caracterizado por cambios en células derivadas o expandidas 
clonalmente a partir otras irradiadas (Huang, 2007, Morgan, 2003). Entre los cambios 
más frecuentes se pueden mencionar: rearreglos cromosómicos, formación de 
micronúcleos, transformación celular, presencia de amplificaciones y/o mutaciones 
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génicas y reducción en la eficiencia de plaqueo (dada por mutaciones letales o muerte  
celular reproductiva retrasada).  
 Desde hace ya algunas décadas, muchos estudios han demostrado le existencia 
de este fenómeno como uno de los principales mecanismos de transformación celular 
asociado a exposición a RI. Varios autores han evidenciado la aparición de una RIGI en 
modelos tanto in vivo como in vitro, con exposición a una gran variedad de fuentes, 
dosis y tasas de radiación. Entre los primeros trabajos que aparecen en la bibliografía 
podemos citar a Puck y Marcus (1956) quienes por medio del estudio de la capacidad 
de multiplicación de células HeLa irradiadas han podido evidenciar las consecuencias a 
largo plazo de la exposición a RI en dosis que van desde los 2000 a 4000r. Esta 
respuesta celular ha sido observada posteriormente en otras líneas celulares. Por 
ejemplo, Trott y colaboradores (1998) observaron un aumento de daño no letal en el 
ADN de la progenie de células supervivientes hasta 4 semanas después de la 
irradiación en células de hámster chino (V79) expuestas a rayos X, neutrones y 
partículas alfa, alcanzando dosis de hasta 3 Gy. Holmberg y colaboradores (1993), han 
podido evidenciar la existencia de RIGI analizando la inestabilidad cromosómica en 
cultivos clonales de linfocitos primarios humanos expuestos a rayos X. 
 Otro abordaje utilizado para el análisis de la RIGI ha sido el estudio de 
mutaciones en el gen de la hypoxantina-guanina fosforibosil transferasa (hprt) en líneas 
celulares establecidas; encontrándose en todos los casos una elevada frecuencia de 
mutaciones tardías no concordantes con una relación dosis-respuesta en dosis que van 
de 0 a 12 Gy. (Little et al., 1990 y 1997; Chang y Little, 1992). 
 Si bien la evidencia acerca de los efectos a largo plazo asociados a la 
exposición a RI es relativamente abundante, la mayoría de los trabajos realizados han 
sido llevados a cabo con dosis de radiación más elevadas que las utilizadas en el 
presente trabajo. 
 Algunos autores, como Rothkamm y Lobrich (2003), estudiaron el efecto de 
dosis bajas de RI (desde 1,2 a 200 mGy) realizando un seguimiento relativamente corto 
(24 hs) a fin de evaluar la cinética de reparación de las DSBs inducidas en este rango 
de dosis. Paralelamente, realizaron  seguimientos a plazos mayores (7-14 días) de los 
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cultivos irradiados, a efectos de estudiar la inducción de inestabilidad genómica por 
exposición a DBRI. Estos autores encontraron que si bien ocurrió una disminución en la 
frecuencia de DSB a corto plazo, al analizar este tipo de estructura al cabo de una o 
dos semanas luego de la exposición a DBRI se restablecieron los niveles basales de 
daño.  
 Por su parte, Tanaka y colaboradores (2008) evaluaron la inducción de 
inestabilidad cromosómica in vivo utilizando dosis de 20 mGy/día y encontraron un 
aumento estadísticamente significativo de ACE y MN en esplenocitos de ratón. 
 Estudios realizados en nuestro laboratorio (Ponzinibbio et al., 2008 y 2010) han 
puesto de manifiesto un aumento del daño en el ADN en cultivos celulares expuestos a 
50 mSv de rayos X y analizados luego de 12 o 16 pasajes según la línea celular 
utilizada. Seoane y colaboradores (2007) observaron un aumento significativo en la 
frecuencia de MN, ACE y alteraciones en anafase-telofase en células CHO irradiadas 
con 50 mSv de rayos X, 12 y 16 pasajes después de haber recibido la radiación.  
 
Estudios con individuos o líneas celulares deficientes en los mecanismos de 
reparación del ADN 
 
 Como fuera descripto, la RI daña el ADN en diversas formas, por lo que las 
células requieren el trabajo concertado de un número importante de enzimas de 
reparación a fin de recuperar la integridad estructural del mismo. Existen deficiencias 
en las funciones de reparación que son actualmente reconocidas como promotoras del 
desarrollo del cáncer (Angelini et al., 2005); lo que demuestra que la reparación del 
ADN cumple un rol vital en el mantenimiento fidedigno de la integridad genómica.  
 Ya fue mencionado en otros apartados que las DSBs son actualmente 
reconocidas como las lesiones más riesgosas en el ADN, siendo reparadas en células 
eucariotas principalmente por los mecanismos anteriormente descriptos: recombinación 
homóloga (HR) y unión de extremos no homólogos (NHEJ). Se ha demostrado que 
algunas mutaciones en las proteínas involucradas en estas vías de reparación 
provocan en los seres humanos un aumento en la sensibilidad a la RI y en la 
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deficiencia del sistema inmune evidencian su importancia en el desarrollo de procesos 
carcinogénicos (Riballo et al., 1999; O’Driscoll et al., 2001; Angelini et al., 2005; Buck et 
al., 2006). 
 El rol que desempeña el heterodímero Ku en el mantenimiento de la integridad 
genómica ha sido ampliamente demostrado en modelos in vivo. A lo largo de los años 
se han llevado a cabo experimentos con ratones que portan mutaciones tanto en el gen 
que codifica para Ku70 como en el gen que codifica para Ku80, evidenciando en todos 
los casos la importancia de estas proteínas en el normal desarrollo de los mismos. A 
través de estos modelos, ha podido demostrarse un incremento en la sensibilidad a la 
RI y una falla en la recombinación de los segmentos génicos que codifican para las 
inmunoglobulinas en los linfocitos. Por otra parte, la inactivación del gen Ku80 en 
ratones ha sido reportada como causa de retraso en el crecimiento celular, 
senescencia prematura y aumento en el número de aberraciones cromosómicas. Toda 
esta evidencia en modelos murinos demuestra la importancia de la proteína Ku en el 
NHEJ, enfantizando a su vez, la importancia de este mecanismo de reparación 
asociado a DBRI (Nussenzweig et al., 1996; Zhu et al., 1996; Nussenzweig et al., 1997;  
Ouyang et al., 1997; Karanjawala et al., 1999; d’Adda et al., 2001).   
 Algunos modelos experimentales llevados a cabo en fibroblastos de embriones 
de ratón en los que se bloquean los genes que codifican para Ku70 o Ku80, también 
han reflejado una elevada frecuencia en la fusión de los extremos cromosómicos 
(Bailey et al., 1999; Samper et al., 2000; Hsu et al.,2000). Estas observaciones 
sugieren que Ku se encuentra también directamente involucrada en el correcto 
mantenimiento de los telómeros, de hecho ha sido físicamente localizada en esta 
región a través de estudios bioquímicos (Marangoni et al., 2000; d’Adda et al., 2001).  
 Por otra parte, también se han desarrollado modelos con líneas celulares 
humanas con bloqueo génico para Ku a través de diversas metodologías (DNA 
antisense, cRNA, RNAi). Si bien algunos investigadores sostienen que no es viable una 
línea celular nula en Ku (Ku-/-), se han logrado muchas aproximaciones a través del 
desarrollo de heterocigotas Ku+/- (Angelini et al., 2005). Los resultados son, en general, 
uniformes en cuanto al genotipo observado al bloquear esta proteína en líneas 
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celulares somáticas humanas: defectos en la proliferación celular, elevada sensibilidad 
a la RI, niveles elevados de p53, poliploidía, telómeros acortados y GCRs (gross 
chromosomal rearregement). Esta evidencia sostiene la idea de que Ku80 podría jugar 
un rol más crítico para NHEJ en humanos que en el resto de los mamíferos (Marangoni 
et al., 2000; Sadji et al., 2000; Omori et al., 2002; Jaco et al., 2004). 
 Sin embargo, Uegaki y colaboradores (2006) y Fattha y colaboradores (2010) no 
han encontrado diferencias en los fenotipos de líneas celulares humanas con la 
inactivación heterocigota tanto para Ku70 como para Ku80. Esto podría deberse a que 
estos estudios han sido llevados a cabo en una línea celular leucémica de pre-linfocitos 
B (NALM-6), la cual tiene una sobre regulación de HR, por lo que resulta menos 
sensible en mutaciones para NHEJ (Drexler et al., 1995; Grawunder et al., 1998; 
Adachi et al., 2006; Uegaki et al., 2006). 
 Por su parte, Illiakis y colaboradores (2009) evaluaron el rol de la proteína Ku en 
la vía de reparación por NHEJ en líneas celulares como HeLa y M059, sin observar 
tampoco una disminución de la reparación por NHEJ. Confirmando así la actividad de 
NHEJ en ausencia de esta proteína y la existencia, por lo tanto, de un mecanismo 
alternativo de reparación vía NHEJ independiente de Ku. 
 
 II.2. Antecedentes de los ensayos a utilizar 
 
 Con el propósito de evaluar la inducción de daño en el ADN como consecuencia 
de la exposición a dosis bajas de rayos X en cada una de las líneas, se realizó el 
ensayo de electroforesis en gel de células aisladas (Ensayo Cometa) con un doble 
análisis: cuali y cuantitativo. Por otra parte, a fin de evaluar la capacidad clastogénica o 
aneugénica, se llevó a cabo el ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis 
(CBMN). Finalmente, para analizar el potencial de este agente como inductor de 
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Ensayo de electroforesis de células individuales (Ensayo Cometa)  
 Durante la última década el Ensayo Cometa (EC), conocido también como 
Electroforesis de Células Aisladas (SCGE, del inglés Single Cell Gel Electrophoresis) 
se ha desarrollado como uno de los principales métodos para estimar el daño en el 
ADN. Por estos motivos, se ha convertido en la actualidad en una técnica ampliamente 
utilizada para la evaluación de los efectos adversos producidos en el ADN, 
principalmente en pruebas de genotoxicidad y biomonitoreos poblacionales (Östling y 
Johanson, 1984; Zhang et al., 2000; Tice et al., 2000; Hartmann et al., 2003; Burlinson 
et al., 2007). Asimismo, se ha convertido en una herramienta útil en las investigaciones 
relacionadas a daño y reparación en el ADN (Collins, 2004).  
 Este ensayo, fue descripto originalmente por Ostling y Johanson en 1984. 
Recibe este nombre debido a la imagen que se obtiene luego de la corrida 
electroforética, la cual se asemeja a un “cometa” formado por una cabeza, cuyo 
componente principal es el ADN nuclear intacto, y una cola, constituida por los 
fragmentos del ADN dañado.    
 La versión neutra descripta originalmente por estos autores, rápidamente fue 
reformulada por dos grupos de trabajo que propusieron independientemente desarrollar 
la lisis celular a un pH elevado (Singh et al., 1988; Olive et al., 1990). La utilización de 
soluciones alcalinas permite la formación de colas de cometas más pronunciadas, 
extendiendo el rango útil de daño que puede ser detectado (Collins et al., 2001). Esta 
nueva versión es la más utilizada en la actualidad y se ha constituido en el estándar de 
oro para la visualización de los fragmentos generados por la ruptura de una o ambas 
hebras del ADN.  
En el año 1999, el International Workshop on Genotoxicity Test Procedures (IWGTP) 
llevado a cabo en la ciudad de Washington (EEUU) alcanzó como consenso que la 
mejor versión del ensayo, a efectos de identificar agentes con actividad genotóxica, es 
la versión alcalina (pH>13) desarrollada por Singh y colaboradores en el año 1988. 
Esta versión es capaz de detectar rupturas de simple y doble cadena en el ADN, sitios 
lábiles al álcali (como por ejemplo sitios apurínicos), entrecruzamientos ADN-ADN y 
ADN-proteínas, y rupturas de cadena simple asociadas con la incompleta escisión de 
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sitios de reparación (Choucroun y Dewitte, 2001; Tice et al., 2000). También puede 
utilizarse para tratar de interpretar el tipo de daño presente introduciendo en el 
protocolo la utilización de endonucleasas específicas para determinadas lesiones lo 
que permite la detección de los dímeros de pirimidina inducidos por luz UV, bases 
oxidadas y daño por alquilación. 
 Desde hace algunos años esta técnica fue implementada para su utilización en 
el área de la radiobiología (Olive, 1999, Olive, 2009). Así con respecto a la sensibilidad 
de esta técnica para evaluar el daño inducido por exposición a DBRI, hay autores que 
sostienen que el límite inferior de dosis en la que puede detectarse daño en el ADN a 
través de esta técnica se encuentra en los 5 cGy (Singh et al., 1994; Malyapa et al., 
1998), la cual corresponde a 50 mSv de dosis equivalente, encontrándose por tanto por 
debajo de la dosis utilizada en el presenta plan de tesis doctoral.  
 
Ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN) 
 
 El análisis citogenético de las aberraciones cromosómicas estructurales (ACE) 
como biomarcador confiable de la evaluación del daño inducido por agentes 
genotóxicos es ampliamente aceptado por la comunidad científica. Sin embargo, 
debido a que esta técnica insume mucho tiempo y demanda de personal ampliamente 
entrenado, en los últimos años y para estos efectos, ha sido paulatinamente 
reemplazada por el ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN).   
La simplicidad del conteo y la aplicabilidad del ensayo CBMN, tanto in vivo como in 
vitro en diferentes tipos celulares, lo convirtieron en una herramienta atractiva para la 
evaluación de anomalías cromosómicas (Kirsch-Volders et al., 2003), posicionándose 
como un posible biomarcador de efecto y ensayo de biomonitoreo (Norppa y Falck, 
2003).  
 El ensayo de micronúcleos fue propuesto por primera vez en 1976 y desde 
entonces ha tenido varias modificaciones, que le permitieron una mayor aplicabilidad 
en campos como mutagénesis ambiental, laboral y sanidad (Sierra Cano, 2011). Entre 
las modificaciones más importantes podría mencionarse la adición, en bajas 
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concentraciones, de la Citocalasina B producida por el hongo Helminthosporium 
dematioideum, la cual impide la citocinesis y la movilidad celular dando como resultado 
células binucleadas (BN) (Fenech y Morley 1985 a,b). De esta manera, se pudo  
circunscribir el análisis a aquellas células que cursaron una división celular y se 
encuentran en la interfase siguiente en la que pueden apreciarse micronúcleos 
formados como consecuencia de la inducción de fracturas de cromátida y/o cromosoma 
o de alteraciones en los cinetocoros. La utilización de la citocalacina y el análisis de 
células binucleadas permitió así, evitar el conteo de aquellas células que se hallaran en 
interfase pero aún no se hubieran dividido, de este modo se logra una apreciación de la 
frecuencia real de daño inducido (Fenech, 2007). 
 Dadas sus características, el ensayo CBMN ha emergido como el método de 
preferencia de algunas agencias regulatorias, a la hora de evaluar efectos 
clastogénicos y aneugénicos de determinados agentes (OECD, 2007; ICH, 2011). Esto 
está fundamentado en el hecho de que básicamente un micronúcleo puede consistir en 
un fragmento acéntrico de un cromosoma o en un cromosoma completo que no se ha 
distribuido adecuadamente en ninguno de los dos núcleos principales durante la 
anafase (Fenech, 2010).  
 En este contexto es importante resaltar que en caso de que un micronúcleo esté 
constituido por un fragmento de ADN es necesario que, como producto de la injuria, se 
produzca alguna de las siguientes situaciones (Fenech y Neville, 1992; Fenech et al., 
1994): 
- la ruptura directa de ambas cadenas de la hebra de ADN,  
- la ruptura de una de las hebras de ADN que se traduzca en una ruptura de 
ambas cadenas de ADN luego de un ciclo de síntesis de ADN, 
- el daño en una de las bases del ADN que durante su reparación conlleve a una 
escisión de la base dañada con la interrupción de la hebra de ADN y a la cual 
podría sucederle una ruptura de cadena doble como resultado de un ciclo de 
síntesis del ADN,  
- reparación inadecuada de dos fragmentos de cromosoma con rearreglos            
asimétricos dando lugar a fragmentos acéntricos. 
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 Por su parte, en el supuesto caso de que un micronúcleo esté constituido por un 
cromosoma completo, podría originarse como consecuencia de:  
- una alteración en la migración cromosómica debido a un daño en el huso 
mitótico o en el cinetocoro, o bien a causa de que la maquinaria de división que 
llevan a la perdida de cromátidas o cromosomas completos (Mateuca et al., 
2006), 
- fragmentos derivados de la ruptura de puentes formados por rearreglos 
cromosómicos, como cromosomas dicéntricos, anillos o la unión de cromátidas 
hermanas (Norppa y Falck, 2003). 
 Así este ensayo ha sido utilizado para el estudio de la genotoxicidad causada 
por agentes químicos, físicos o biológicos (Cebral et al., 2011; Senthilkumar et al., 
2015; Safi Oz et al., 2015). Se lo ha incorporado para el estudio de la radiosensibilidad 
en tejidos normales o tumorales y como modelo predictivo de riesgo de desarrollo de 
procesos neoplásicos. En el caso particular del uso de esta técnica para el análisis del 
daño inducido por exposición a DBRI, se debe mencionar el trabajo de Fenech y Morley 
(1986), donde fue la primera vez en que se utilizó este ensayo para evaluar los efectos 
de las DBRI. Estos autores concluyen que exposiciones tan bajas como 5 rad de rayos 
X, los cuales se corresponden con 50 mSv de dosis equivalente, pueden ser 
fehacientemente detectadas a través de este ensayo.   
 
Ensayo de Anexina V 
 
 La Apoptosis es un tipo de muerte celular programada que juega un importante 
rol en la homeostasis celular. Las células están continuamente expuestas a señales 
tanto intrínsecas como extrínsecas que les indican contrapuestamente muerte o 
supervivencia, por lo que el destino de la célula siempre dependerá del balance de 
estas señales en el interior celular. 
 La proteína Anexina V (AV) fue originalmente reportada por Bohn y 
colaboradores en el año 1984, bajo el nombre de proteína placental 4 (PP4); y por 
Reutelingsperger un año más tarde (1985), quien le asignó el nombre de 
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anticoagulante vascular alfa. Luego de la secuenciación y comparación de ambas 
proteínas se le dio el nombre de Anexina V debido a su alta homología con las 
proteínas anexinas (Iwasaki et al., 1987; Kaplan et al., 1988; Maurer Fogi, 1988).  
 Basado en el fenómeno de que la FS es exteriorizada durante el proceso de 
apoptosis y en la habilidad de la AV para unirse con alta afinidad con la FS de 
membrana en presencia de calcio (Andree et al., 1990; Tait et al., 1989), Koopman y 
colaboradores (1994) fueron los primeros en describir esta metodología como marcador 
de apoptosis. Por este motivo, la Anexina V es utilizada conjugada con el fluorocromo 
isotiocianato de fluoresceína (Anexina V-FITC) para evaluar la translocación de la FS a 
la membrana externa de la bicapa lipídica. 
 La exposición de la PS de membrana parece ser hasta el momento un fenómeno 
universal durante la apoptosis, no limitado a las células de mamífero, sino que ha sido 
reportado también en otros tipos celulares tales como células de insectos e incluso en 
células vegetales (O’Brien, 1997). Por su parte, Martin y colaboradores (1995) 
trabajando con líneas celulares de origen murino y humano, demostraron que la 
exposición de la PS durante la apoptosis ocurre en la mayoría de las líneas celulares 
bajo la acción de una gran variedad de inductores de apoptosis. 
 Así la utilización de la Anexina V conjugada con FITC se ha ido incrementando 
en la últimas dos décadas en modelos que tratan de relacionar diversos agentes con la 
muerte celular por vía apoptótica en una gran diversidad de líneas celulares (Zhang, et 
al. 2000, Wan-Lon, 2004; Fu et al. 2011, Holliday, et al. 2016; Yousef, et al. 2016).  
 En el marco de esta tesis cobran particular interés aquellos trabajos que 
utilizaron las radiaciones ionizantes como agentes capaces de inducir una muerte 
celular programada testeada posteriormente por esta metodología. En este sentido 
podemos nombrar trabajos como los de Bagher, 2015 y Enns, 2004 quienes han 
utilizado la AV-FITC como biomarcador de apoptosis temprana por exposición a dosis 






















Importancia de esta investigación 
 
 
 En las últimas décadas la creciente utilidad encontrada por el hombre al uso de 
las radiaciones, ha provocado un aumento progresivo de la exposición a DBRI y, 
consecuentemente, de los efectos asociados. Si bien la comunidad científica continúa 
realizando grandes esfuerzos a fin de determinar los daños acarreados por este tipo de 
exposición, los datos obtenidos suelen ser muchas veces controversiales. Por su parte, 
las principales organizaciones mundiales de protección radiológica aseveran que los 
principales riesgos para la salud humana no pueden cuantificarse inmediatamente 
luego de la exposición, debido a que muchos de los efectos de las radiaciones se 
manifiestan a largo plazo. 
 De este modo, el presente plan de tesis tiene como finalidad abordar la 
problemática de las consecuencias asociadas con la exposición crónica a DBRI, así 
como las provocadas en la progenie de las células expuestas a una única dosis, 
aportando al conocimiento que se tiene hoy en día al respecto en este campo de 






























- La exposición crónica a dosis bajas de radiación ionizante produce un aumento 
de daño en el ADN y en los cromosomas, y muerte celular programada en 
células de mamífero cultivadas in vitro. 
 
- La exposición de células de mamífero cultivadas in vitro a una única dosis baja 
de radiación ionizante produce un aumento de daño en el ADN y en los 
cromosomas y muerte celular programada en la progenie de las células 
irradiadas. 
 
- La cronicidad de la exposición condiciona la magnitud del daño genético 
inducido por dosis bajas de radiación ionizante. 
 
- La eficiencia de la reparación por unión de extremos no homólogos condiciona la 




- Evaluar la inducción de daño en el ADN y en los cromosomas y de apoptosis, en 
células de mamífero eficientes (línea celular CHO-K1) y deficientes (línea celular 
XRS-5) para el mecanismo de reparación por unión de extremos no homólogos, 
tratadas en forma crónica con dosis bajas de radiación ionizante. 
 
- Evaluar la inducción de daño en el ADN y en los cromosomas y de apoptosis, en 
la progenie de células CHO-K1 y XRS-5, expuestas a una única dosis baja de 
radiación ionizante. 
 
- Comparar los resultados obtenidos en ambas líneas celulares, a fin de 







de reparación por unión de extremos no homólogos tiene influencia sobre la 




- Analizar de manera cuali- y cuantitativa el daño citomolecular y cromosómico 
provocado por dosis bajas y crónicas de radiación ionizante mediante los 
ensayos cometa y micronúcleos en células CHO-K1 cultivadas in vitro. 
 
- Evaluar la inducción de apoptosis por dosis bajas y crónicas de radiación 
ionizante a través del ensayo de anexina V en células CHO-K1 cultivadas in 
vitro. 
 
- Valorar la inestabilidad genómica mediante los ensayos cometa, micronúcleos y 
anexina V en la progenie de células CHO-K1 cultivadas in vitro, expuestas a una 
única dosis baja de radiación ionizante. 
 
- Analizar de manera cuali- y cuantitativa el daño citomolecular y cromosómico 
provocado por dosis bajas y crónicas de radiación ionizante mediante los 
ensayos cometa y micronúcleos en células XRS-5 cultivadas in vitro. 
 
- Evaluar la inducción de apoptosis por dosis bajas y crónicas de radiación 
ionizante a través del ensayo de anexina V en células XRS-5 cultivadas in vitro. 
 
- Valorar la inestabilidad genómica mediante los ensayos cometa, micronúcleos y 
anexina V en la progenie de células XRS-5 cultivadas in vitro, expuestas a una 
única dosis baja de radiación ionizante. 
 

















VI.1. Líneas celulares utilizadas 
 
Dada la fuerte asociación entre las DSBs y los procesos de tumorigénesis y 
carcinogénesis se trabajó simultánemente en una línea celular eficiente para la 
reparación de este tipo de lesiones en el ADN (CHO-K1) y una línea derivada de ésta 




La línea CHO deriva de células de ovario de hámster chino, subclonadas de un 
cultivo establecido a partir de una biopsia de este órgano en 1957 por Puck y 
colaboradores. Se cultivan fácilmente en monocapa y pueden ser sincronizadas por 
una variedad de técnicas. Han sido extensamente utilizadas en estudios de 
mutagénesis, radiosensibilidad celular, relaciones de ligamiento en células híbridas y 
metabolismo de macromoléculas. En 1969, Kao y Puck presentan el primer cariotipo de 
estas células con un número modal de 21. Reconocieron que 10 de los cromosomas 
normales de hámster están ausentes en las células CHO siendo reemplazados por 9 
cromosomas con morfología alterada. Éstos fueron ubicados en un grupo designado 
como Z y los 12 cromosomas restantes se clasifican con los números 1 a 10 y la letra X 
del cariotipo euploide (Deaven y Petersen, 1973).  
La longitud de los brazos cromosómicos, sugiere que las células CHO contienen 
un 3% menos de cromatina que las células normales de la especie de origen. En 1970, 
los mismos autores describieron el cariotipo de un subclon de esta línea: CHO-K1. Son 
similares a sus parentales CHO, diferenciándose por la ausencia de un pequeño 
cromosoma telocéntrico. Su ciclo celular varía entre 12 y 15 horas, dependiendo de las 
condiciones y del medio de cultivo (Dulout et al., 1996). 
En cuanto a las condiciones de desarrollo, se cultivan en monocapa en frascos 
Falcon utilizando un medio de cultivo compuesto por: 
 Ham F 12   90% 
 Suero Bovino fetal  10% 
 Penicilina   50 UI/ml 









La línea celular XRS-5 pertenece a uno de los tres grupos complementarios de 
líneas celulares de roedores que han sido identificados como portadores de defectos 
en la reparación de DSBs. Los miembros pertenecientes a estos grupos de líneas 
celulares comparten fenotipos similares incluyendo, principalmente, una 
radiosensibilidad pronunciada y una marcada dificultad para llevar a cabo 
recombinación V(D)J. 
Estas líneas han sido denominadas en función de sus genes no funcionales 
XRCC 4, XRCC 5 y XRCC 7. Los genes XRCC 5 y XRCC 7 codifican para 
componentes de un mismo complejo proteico denominado proteína quinasa 
dependiente de ADN (DNA-PK) (Smider et al., 1994; Taccioli et al., 1994; Blunt et al., 
1995; Kirchgessner et al., 1995; Peterson et al., 1995). Particularmente el gen XRCC 5 
codifica para la fracción proteica Ku80, también conocida como KuB2, Ku86, NFIV, 
KARP1 y KARP-1 (Gene, Pub Med) que representa la subunidad de mayor tamaño de 
la proteína heterodimérica Ku. 
La línea celular XRS-5 fue una de las primeras líneas mutantes radiosensibles 
originada a partir de la línea celular CHO-K1 (Jeggo y Kemp, 1983, Singleton et al., 
1997). En esta línea, el gen XRCC 5 se encuentra mutado exhibiendo, por lo tanto, un 
defecto en la reparación de DSBs del ADN. Por este motivo, ha sido ampliamente 
utilizada en muchos laboratorios para validar y optimizar técnicas con el propósito de 
mensurar la reunión de DSBs en el ADN, examinar las consecuencias de uniones 
defectuosas y para investigar los mecanismos involucrados en los procesos de re-unión 
del ADN en células de mamífero (Darroudi y Natarajan, 1989; Jeggo, 1990; Iliakis et al., 
1992; Dahm-Daphi et al., 1993). 
En cuanto a las condiciones de desarrollo, se cultivan de igual modo que su 
línea parental CHO-K1, formando monocapas en frascos Falcon utilizando un medio de 
cultivo compuesto por: 
 Ham F 12   90 % 
 Suero Bovino fetal  10 % 
 Penicilina   50 UI/ml 








IV.2.  Irradiación celular 
 
El presente plan de tesis intenta con un modelo in vitro colaborar con la 
búsqueda de la consecuencias asociadas a este tipo de exposición. Con este propósito 
células de mamífero cultivadas in vitro, han sido expustos a una dosis de 100 mSv de 
RX, por ser ésta una dosis intermedia al límite superior de lo que se considera 
actualmente DBRI. 
El equipo utilizado para la irradiación de las células fue un generador de rayos X 
marca DSJ de 65 kVp-5 mA.  
Las condiciones de irradiación se lograron mediante la calibración del equipo 
utilizado,  realizada bajo la dirección y supervisión de los Dres. Juan M. Andrieu  (Prof. 
Titular Ordinario de las Cátedras de Física II y Oncología Radioterápica,  UNLP) y 
Héctor A. Negri (Prof. Adjunto de la Cátedra Oncología Radioterápica, UNLP). Se 
presenta a continuación el informe técnico correspondiente extraído de la tesis doctoral 
de la Dra. Alba Güerci (Güerci, 2004). 
Calibración Equipo generador de rayos X 
 
Equipo  calibrado: generador de rayos X marca DSJ de 65 kVp-5 mA. 
Equipo dosimétrico: marca KEITHLEY 
                               Modelo Programable Digital 35617EBS 
                               Micro-cámara PTW N 2336/414 
Determinación del campo efectivo: por medio de placas radiográficas a distintas 
distancias foco-superficie se determinó el diámetro del localizador, resultando de 7,2 
cm. 
A una distancia foco-superficie (DFS) de 25 cm, 30 cm, 35 cm, 40 cm, 45 cm, 50 
cm, 55 cm y 60 cm y con el tiempo máximo de disparo 3 s, se procede a efectuar las 
lecturas de la micro-cámara de ionización antes descripta. 
Para la distancia de trabajo elegida como DFS: 60 cm, el promedio de 15 







 Lc: 0,019087 nC     para t: 3 s   
Teniendo en cuenta el frenamiento (atenuamiento) de la pared superior del 
frasco porta muestra, se determinó dicho factor en 0,987 (1,3 % de absorción). 
La tasa de dosis equivalente a DFS 60 cm, con atenuación, corrección de 
tamaño de campo y factor de cámara de 8,501 cGy/nC y con el tiempo de disparo de 3 
s es: 
 Hr= 0,5340  mSv/s         
Por lo cual, para irradiar con una dosis equivalente: 
 Hr: 1 mSv  t: 1,87 s 
Con el objeto de disminuir el error en el tiempo de disparo se recomienda 
trabajar a tiempo fijo y distancia variable. Para que la muestra reciba una dosis 
equivalente de 5 mSv en 3 s de tiempo de disparo, la misma deberá ser colocada a una 
distancia de 33,96 cm.  
A fin de obtener una exposición diaria de 100 mSv los cultivos fueron irradiados 
20 veces a una distancia de 33,96 cm del foco de disparo.  
 
IV.3. Ensayos realizados 
 
IV.3.a. Ensayo de electroforesis en gel de células individuales (Ensayo 
Cometa) 
 
En este ensayo, la suspensión de células se mezcla con agarosa de bajo punto 
de fusión y se distribuye en un portaobjetos previamente tratado con agarosa de punto 
de fusión normal. Luego de lisar las células en una solución de detergentes en alta 
concentración salina, se lleva a cabo el desenrollamiento del ADN y la electroforesis en 
solución de pH definido según el tipo de lesión que quiera evidenciarse.  
La versión alcalina de esta prueba (Singh,1988) permite la visualización de los 







de ADN de bajo peso molecular son liberados durante la exposición a la solución de 
lisis y, posteriormente, a la solución de electroforesis (Choucroun y Dewitte, 2001). 
Dada su carga negativa, tenderán a desplazarse a través de un gel de agarosa en 
respuesta a un campo eléctrico. La distancia de migración de los fragmentos de ADN 
dependerá directamente del tamaño de los mismos. Es importante destacar que las 
lesiones en el ADN, resultantes en ruptura de cadena, incrementan la migración del 
ADN en el gel de agarosa, mientras que los enlaces cruzados de ADN-ADN y ADN-
proteína resultan en un retraso en la migración comparado con sus correspondientes 
controles (Tice et al., 2000). Así, se asume que a mayor cantidad de rupturas se 
corresponde una mayor cantidad de fragmentos de bajo peso molecular aumentando la 
cola del cometa y, por ende, sus parámetros.  
Las principales ventajas de este ensayo incluyen: a) la obtención de datos al 
nivel de células individuales, permitiendo posteriormente realizar análisis estadísticos 
robustos; b) la necesidad de obtener pocas células por punto experimental; c) la 
sensibilidad para detectar el ADN dañado; d) su utilización con cualquier tipo celular 




Se implementó de acuerdo al método de Singh y colaboradores (1988) con 
algunas modificaciones menores (Tice, 1995). El protocolo se desarrolló de la siguiente 
manera: 
- Las células se trataron con 1 ml de solución de tripsina 0,25% concentración final 
durante un minuto a 37º C. 
- La neutralización se realizó con 4 ml de HAM F12 suplementado con 10% de suero 
bovino fetal.  
- Se tomaron 50 µl de solución celular y se suspendieron en 150 µl de agarosa de 
bajo punto de fusión  (ABPF) -ver preparación de solución en el ANEXO 1. 
- Se sembraron 2 portaobjetos, previamente tratados con 100 µl de agarosa de punto 
de fusión normal (APFN) -ver preparación de solución en el ANEXO 1.  








- Posteriormente se retiraron los cubreobjetos y se mantuvieron los preparados en 
solución de lisis durante 2 hs a 4ºC -ver preparación de solución en el ANEXO 1. 
- A continuación se transfirieron a la cuba de electroforesis horizontal cubiertas con 
solución buffer pH >13 durante 20 minutos a 4ºC -ver preparación de solución en el 
ANEXO 1. 
- La corrida electroforética se realizó bajo las siguientes condiciones: 20 voltios, 200 
mA durante 20 minutos a 4ºC. 
- Una vez completada la corrida electroforética el pH de las muestras se neutralizó por 
medio de tres lavados con Tris-Cl a temperatura ambiente -ver preparación de 
solución en el ANEXO 1. 
- Para la visualización de las muestras los portaobjetos fueron teñidos con 20 µl de 
colorante Syber Green 1 -ver preparación de solución en el ANEXO 1. 
- Por último, se realizó el análisis al microscopio de fluorescencia con un objetivo 40x. 
Se utilizó un microscopio Olympus modelo BX 40 equipado con un cubo de 
fluorescencia Olympus modelo U-MNB con filtro de excitación de 470-490 nm y de 
emisión de 520 nm de longitud de onda. 
Todo el protocolo se realizó en oscuridad para evitar el daño que podría causar 
la luz sobre el material genético. 
 
Análisis de las imágenes 
 
Análisis cualitativo 
Se realizaron 2 geles por punto experimental y se analizaron al azar 100 
imágenes por gel. A cada una de ellas se le asignó un valor entre 0 a 4 de acuerdo con 
el nivel de daño observado, siguiendo los criterios de Collins (2004) detallados a 
continuación. 
Grado 0: células sin daño en el ADN. La totalidad del ADN se encuentra en la cabeza 
del cometa. 
Grado 1: células con daño leve en su ADN. La mayor parte del ADN se encuentra en la 









Grado 2: células con daño intermedio en su ADN. La mayor parte del ADN se 
encuentra en la cabeza y varios fragmentos en la cola del cometa. 
Grado 3: células con daño severo en su ADN. La menor parte del ADN se encuentra en 
la cabeza y muchos fragmentos en la cola del cometa. 
Grado 4: células con daño grave en su ADN. La cabeza del cometa prácticamente 
desaparece de la imagen, ya que casi la totalidad del ADN se encentra formando su 
cola. 
 
Figura 11: Clasificación de los niveles de daño según Collins 2004. 
 
 
De este modo, el puntaje total obtenido para cada gel podría oscilar entre 0 
¨unidades arbitrarias¨, cuando todas la células analizadas se encuentran sin daño;  a 
400 ¨unidades arbitrarias¨, cuando todas las células analizadas tienen el mayor de los 
daños. 
En base a esta clasificación, se estableció para cada uno de los geles un Índice 





   ID=      1 x NG1 + 2x NG2 + 3 x NG3 + 4 x NG4 x 100 







Posteriormente, los resultados fueron agrupados en 3 categorías distintas a 
saber,  
Células sin daño: en esta categoría se incorporaron exclusivamente las células de G0. 
Células con daño leve: se incorporaron tanto las células de G1 como las de G2.  




El microscopio de fluorescencia se encuentra conectado a una cámara de video 
color Sony 3CCD-IRIS.  La imagen de cada célula individual fue capturada y grabada 
inmediatamente. 
Se tomaron 50 imágenes por cada uno de los portaobjetos preparados que, 
posteriormente, fueron procesadas a través del programa CASP 1.2.2 Comet Assay 
Software Project (Końca et al., 2003).  
De todos los parámetros que el programa es capaz de tomar, fueron 
considerados los que se consignan a continuación.   
Medidas primarias: aquellas medidas que surgen directamente de los perfiles 
densitométricos de fluorescencia (Kumaravel et al., 2009). 
- % de ADN en la cola del cometa: porcentaje de ADN que se encuentra en la cola 
del cometa. 
- longitud de la cola del cometa: largo de la cola del cometa, medido desde el 
borde derecho del área de la cabeza hasta el extremo de la cola (en pixeles) 
Medidas secundarias:  
- Olive Tail Moment (OTM): porcentaje de ADN en la cola del cometa multiplicado 
por la distancia entre el centro de gravedad (cg) del ADN de la cabeza y el 
centro de gravedad del ADN de la cola (ambos cg medidos en el eje x). 
De acuerdo con Kumaravel y Jha (2006), sólo unos pocos parámetros de los que 
provee el análisis cuantitativo de imágenes en el ensayo cometa son fidedignos cuando 
se trata de evaluar el efecto de las radiaciones de bajo LET. El OTM y el % de ADN en 









IV.3.b. Ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis (CBMN) 
 
Como se mencionó en el apartado de antecedentes de la presenta tesis 
doctoral, un micronúcleo (MN) puede estar constituido tanto por un fragmento de ADN 
como por un cromosoma completo, dando cuenta por tanto de procesos clastogénicos 
y/o aneugénicos, respectivamente.  
Para observar el daño generado en una célula a través de este ensayo es 
necesario que la misma complete, al menos, un ciclo de división celular luego de la 
exposición (Fenech y Morley, 1985a). 
Asimismo, es necesario realizar el conteo de los puentes nucleoplásmicos 
(NPBs) que se forman entre los núcleos de una célula BN, ya que proveen una medida 
de la frecuencia de rearreglos cromosómicos (Umegaki y Fenech, 2000; Fenech et al., 
2003), producto de cromosomas dicéntricos que no se han separado correctamente en 
anafase. Son utilizados como biomarcadores de reparación errónea del ADN  y/o de 
fusiones teloméricas.  
En la década pasada, emergió otro mecanismo de formación de  conocido como 
brote nuclear (BUDs). Shimizu y colaboradores (1998; 2000) demostraron que la 
amplificación del ADN se localiza en sitios específicos de la periferia del núcleo y se 
elimina a través de brotes nucleares que forman los MN durante la fase S del ciclo 
celular. Los BUDs presentan una morfología semejante a los MN, pero se encuentran 




Se implementó de acuerdo al método de Fenech y Morley (1986) con las 
modificaciones propuestas por Fenech (2007). El protocolo se desarrolló de la siguiente 
manera: 
- Cultivo de las células en medio HAM-F12 suplementado con suero bovino fetal 
(10%). 
- Luego de la exposición a la radiación las células se trataron con una 
concentración final de 3 µg/ml de citocalasina B -ver preparación de la solución 







- Finalizado el cultivo las células se levantaron por medio de los procedimientos 
de rutina utilizando tripsina 0,25%. 
- La suspensión celular se centrifugó y el botón celular se resuspendió con 5 ml 
de fijador I -ver preparación de la solución en el ANEXO1. 
- La suspensión celular se centrifugó y el botón celular se resuspendió con 5 ml 
de fijador II -ver preparación de la solución en el ANEXO1. 
- Se repitió el procedimiento anterior. 
- Luego de 24 hs de reposo en heladera, se procedió al goteo de material en 
portaobjetos.  
- Los preparados se tiñeron con colorante Giemsa durante 10 minutos -ver 
preparación de solución en el ANEXO1.  
 
Análisis de las imágenes 
 
Se analizaron 1000 células binucleadas en cada uno de los puntos 
experimentales con  microscopio óptico con objetivo de magnitud de 40x. 
La clasificación de las células se llevó a cabo siguiendo el criterio establecido 
por Fenech (2007) según se detalla a continuación. 
Células Binucleadas sin Micronúcleos (CB): corresponde a aquellas células que no 
poseen daño en el material genético. 
Células Binucleadas con Micronúcleos (MN): aquellas células que poseen núcleos 
pequeños además del núcleo principal. Un micronúcleo es un biomarcador de ruptura 
cromosómica y/o pérdida de un cromosoma completo. 
Células Binucleadas con Puentes nucleoplásmicos (NPBs): biomarcador de ADN mal 
reparado y/o extremos teloméricos fusionados. 
Células Binucleadas con Brotes nucleares (NBUDs): biomarcador de la eliminación del 
ADN amplificado y/o complejos de reparación de ADN. 
  







                      
        Fuente: Fenech, 2007 
Figura 12: Clasificación de las células binucleadas. 
                 
                                                                                                                                                                                                   
IV.3.c. Ensayo de Anexina V 
 
Actualmente se sugiere que la externalización de FS ocurre sólo cuando la 
célula está destinada a morir por apoptosis. La Anexina V es una proteína que se une 
con muy alta afinidad a la FS en presencia de iones Ca++ y es incapaz de penetrar la 
bicapa lipídica de la membrana intacta y, consiguientemente marcar células viables. 
Por estas características, es utilizada unida a un fluorocromo, Anexina V-FITC, para 
evaluar la translocación de la FS a la membrana externa de la bicapa lipídica. 
Durante la observación al microscopio óptico de poblaciones celulares, puede 
notarse que aquellas células que evidencian aspectos morfológicos característicos de 
las células apoptóticas demuestran una elevada afinidad por la AV. La mayoría de 
estas células no son aptas para la tinción con Ioduro de Propidio (IP) indicando por lo 
tanto la integridad de la membrana plasmática. Cuando esta integridad se pierde, las 
células se tornan positivas tanto para AV como para IP, indicando un estado necrótico 
de estas células.  
Utilizando el ensayo de AV el número de células apoptóticas en suspensión 







1997). Así, AV marcada con fluorocromos es desde hace ya algunos años, una técnica 
ampliamente utilizada para mensurar la cantidad de células apoptóticas dentro de una 
población celular, ya sea por citometría de flujo como por microscopía de fluorescencia.  
 
Protocolo utilizado 
- Las células se levantaron por medio de los procedimientos de rutina utilizando 
tripsina 0,25%. 
- Se realizaron dos lavados con buffer de unión -ver preparación de la solución en 
el ANEXO1. 
- Luego de la última centrifugación las células se resuspendieron en 0,1 ml de 
solución Anexina V- FITC  (1 mg/ml concentración final). 
- Se incubaron 10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. 
- Se realizaron dos lavados con PBS.  
- Luego se realizó el goteo del material sobre portaobjetos.  
- Finalmente, se procedió al análisis en microscopio de fluorescencia Olympus BX 
equipado con un cubo de filtros de fluorescencia Olympus U-MNB (filtro de 
excitación de 470-490 nm; filtro emisor de 520 nm). 
 
Análisis de las imágenes 
 
Se analizaron 1000 células por punto experimental, las cuales se clasificaron 
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IV.4 Análisis estadístico 
 
Se utilizaron los programas Epi Info 6.0 (CDC/OMS, 2001) y Statgraphics® 5.1 
(Manugistics Inc., Rockville, MD) a un nivel de confianza del 95%. La metodología 
estadística utilizada estuvo en función de cada una de las variables analizadas dentro 
de cada una de las técnicas.  
- Ensayo cometa análisis cualitativo: comparación de ID a través de la Prueba de 
X2 (Epinfo 6.0). 
- Ensayo cometa análisis cualitativo: comparación por categoría de daño con 
ANOVA multifactorial (Statgraphics® 5.1). 
- Ensayo cometa análisis cuantitativo: debido a la distribución no normal de los 
datos obtenidos para estos tres parámetros, se utilizaron las medianas para las 
comparaciones estadísticas con Kruscal-Wallis (Statgraphics® 5.1). 
- Ensayo CBMN: comparación de las frecuencias de MN, NPBs y NBUDs a través 
de la Prueba de X2 (Epinfo 6.0). 
- Ensayo de AV: comparación de la frecuencia de células aptoptóticas a través de 
la Prueba de X2 (Epinfo 6.0). 
 
IV.5. Diseño experimental  
 
Se trabajó con dos modelos diferentes (Figura 14): 
- Modelo de irradiación crónica (MIC): se evaluó el efecto de la exposición crónica 
a dosis bajas de radiación ionizante. 
- Modelo de inestabilidad genómica (MIG): se valoró la posible inducción de 
inestabilidad genómica después de diez días de ocurrida la irradiación. 
Los dos modelos experimentales mencionados se llevaron a cabo con la línea 
parental CHO-K1 y su derivada deficiente para la reparación en NHEJ, XRS-5. 
En el desarrollo del MIC, los cultivos de ambas líneas celulares fueron irradiados 
diariamente durante un período de 10 días con 100 mSv de rayos X. Todos los ensayos 







mSv (d100), como así también luego de transcurridos los días del diseño experimental, 
día 10 (D10), 1000 mSv (d1000).  
En cambio, en el desarrollo del MIG, los cultivos de ambas líneas celulares 
fueron irradiados con 100 mSv de rayos X el primer día del protocolo y mantenidos en 
cultivo durante 10 días. Todos los ensayos se realizaron tanto inmediatamente después 
de la primera irradiación (D1), como así también luego de transcurridos los días del 
diseño experimental (D10). 
El día uno se comenzó en forma simultánea el cultivo en dos frascos T25, con 
un porcentaje de confluencia de aproximadamente 80% para cada una de las líneas 
celulares. Fueron realizadas sucesivamente tres tandas experimentales. 
- Uno de los frascos se utilizó como control negativo (Control D1) y se mantuvo en 
cultivo hasta el último día de la tanda experimental (Control D10). 
- El otro se irradió con 100 mSv, posteriormente las células se resuspendieron y 
fraccionaron según se detalla a continuación: 
 1/3 fue utilizado en el momento para realizar los ensayos cometa, CBMN 
y AV (Día 1 Irradiado, MIC y MIG). 
 1/3 se sub-cultivó para ser irradiado en iguales condiciones todos los días 
hasta el día 10 de la tanda experimental (Día 10 Irradiado, MIC). 
 1/3 se sub-cultivó hasta el día 10 de la tanda experimental para el análisis 
de inestabilidad genómica (Día 10 Inestabilidad, MIG). 
-     Se realizaron controles positivos con bleomicina (1 µg/ml) para el EC y CBMN y 
etanol 5% para Anexina V. 
               






























Para el desarrollo del MIC, los cultivos de ambas líneas celulares fueron 
irradiados diariamente durante un período de 10 días con 100 mSv de rayos X. Todos 
los ensayos se realizaron tanto inmediatamente después de la primera irradiación, 
(D1d100), como así también luego de transcurridos los días del diseño experimental 
(D10 d1000). 
Por su parte, para el MIG, las células de ambas líneas fueron mantenidas en 
cultivo luego de la primera irradiación para ser analizadas al finalizar el diseño 
experimental (D10 d100).  
Con el objeto de corroborar la estabilidad de las líneas celulares a lo largo de 
todo el protocolo se ha realizado la comparación entre los controles negativos 
correspondientes al primer y el último día. No se encontraron diferencias significativas 
para ninguna de las técnicas implementadas. 
A lo largo de todo el apartado, la significación estadística se indica con color 
negro en el caso de la comparación con el control para el mismo día (*p<0,05; **p<0,01 
y ***p<0,001) y en color rojo para la comparación con la dosis 100 mSv en el día 1 
(*p<0,05; **p< 0,01 y ***p<0,001). Asimismo, a igual letra se indica “sin diferencias 
estadísticamente significativas”; y a diferente letra “con diferencias estadísticamente 





V.1 Resultados para la línea celular CHO-K1  
 
Ensayo cometa análisis cualitativo 
 
Las células fueron primeramente categorizadas según su nivel de daño en 5 
categorías mutuamente excluyentes (grado 0 a 4) según se detalló en el Capítulo IV 
(Materiales y Métodos).  
Esta primera categorización permitió, por un lado, el análisis a través de la 
construcción del Índice de Daño (ID) según se detalló oportunamente. Y, por el otro, las 
poblaciones celulares se reagruparon en las tres categorías especificadas (células sin 
daño, células con daño leve y células con daño grave). 
Análisis comparativo por índice de daño (ID) 
Al procesar los datos por medio del análisis de la varianza multifactorial, para el 
MIC, no se encontraron efectos significativos atribuibles a la variable día pero sí para 
las variables dosis (p<0,001) y línea (p<0,001). Estas diferencias resultaron 
significativas tanto para la dosis de 100 mSv respecto del control para el día 1 (p<0,01) 
como para  para la dosis de 1000 mSv en el día 10, respecto de su control (p<0,001). 
La dosis de 1000 mSv no presentó diferencias estadísticamente significativas respecto 
de la inferior.  
Al realizar el análisis para el MIG no se encontraron efectos significativos 
atribuibles a la variable día, pero sí para las variables dosis (p<0,001) y línea (p<0,001). 
Estas diferencias resultaron significativas para la población irradiada en el día 1 
respecto de su control negativo (p<0,001) y para la población irradiada en el día 10 
también respecto de su control negativo, al final del protocolo (p<0,001). Al realizar el 
contraste de los resultados obtenidos de las poblaciones celulares irradiadas el primer 
día del protocolo con los que se obtuvieron en el último día del mismo, estas 
diferencias no fueron significativas.  
Los promedios de los ID obtenidos en las distintas tandas experimentales para 





Tabla 2: Promedios de los ID (±DE) obtenidos en el análisis cualitativo del Ensayo Cometa en 





 Día 1 Día 10 
Control negativo 15,00 (±2,50) 12,43 (±3,17) 
Irradiadas 
100 mSv 34,17 (±1,65)** 37,14*** (±2,83) 
1000 mSv -------- 47,14 (±5,12)*** 






Figura 15. Comparación de los promedios de los ID obtenidos en células CHO-K1 para el  MIC              












































Al realizar el análisis estadístico ANOVA multifactorial, no se encontraron efectos 
atribuibles a la variable día para ninguna de las categorías propuestas en ninguno de 
los dos modelos experimentales. 
Contrariamente a lo observado para la variable día, al contrastar aquellas 
poblaciones que han sido expuestas a la radiación respecto de las que no han sido 
irradiadas, se evidenció un aumento de daño estadísticamente significativo para las 
tres categorías establecidas (células sin daño p<0,001; células con daño leve p<0,001 
y células con daño grave p<0,001). A su vez, estas diferencias dejan de ser 
estadísticamente significativas al realizar la comparación entre las dos dosis utilizadas 
(100 y 1000 mSv) en ambos modelos en las tres categorías planteadas.  
Los resultados obtenidos luego de reagrupar las poblaciones celulares en las 
tres nuevas categorías se resumen en la Tabla 3 y se ilustran en las Figura 16 y 17. 
 
Tabla 3. Categorías de daño (%±DE) obtenidos en el análisis cualitativo del Ensayo Cometa en 
células CHO-K1 para el MIC y MIG. 
 
Día (D) y dosis (d)  Células sin daño 
Células con daño 
leve 
Células con daño 
grave 
D1 control negativo  
 
88,78 (±1,26)a 10,92 (±1,17)a 0,28 (±0,39)a 
D1-d 100  
 
76,64 (±2,18)b 21,07 (±2,03)b 2,28 (±0,67)ab 
D10 control negativo 
 
85,83 (±1,62)a 13,95 (±1,7)a 0,58 (±0,19)a 
D10-d 100 73,14 (±1,71)b 24,28 (±2,02)b 2,57 (±2,03)b 
D10-d 1000  
 
66,78 (±2,18)b 30,07 (±2,03)b 3,14 (±0,67)b 












Figura 16. Promedios e intervalos de Bonferroni obtenidos para el número de células 
sin daño (Fig. 16a); con daño leve (Fig. 16b) y daño grave (Fig. 16c) en 





























                                                                      Fig.16c 
                            
 
 




























Figura 17. Promedios e intervalos de Bonferroni obtenidos para el número de células 
sin daño (Fig. 17a); con daño leve (Fig. 17b) y daño grave (Fig. 17c) en 













































Ensayo cometa análisis cuantitativo 
 
Como se detalló en el Capítulo IV, una vez capturadas las imágenes fueron 
procesadas con el programa CASP para la obtención de los tres parámetros 
seleccionados, % de ADN en la cola del cometa, longitud de la cola del cometa y Olive 
Tail Moment (OTM). A su vez, para cada uno de estos parámetros se calculó el rango, 
el promedio y la mediana en cada uno de los puntos experimentales. Los resultados 
obtenidos para los distintos parámetros se resumen en las Tablas 4, 5 y 6. 
 
Tabla 4. Resumen de datos obtenidos para el % de ADN en la cola del cometa en cada uno de 









126 0,00012-59,17 0,45 
D1-d 100  
 
120 0,00019-67,85 2,37 
D10-Control neg. 
 
132 0,00018-60,67 0,52 
D10-d 1000  
 
143 0,00245-81,47 1,59 
 







                           
 
Tabla 5. Resumen de datos obtenidos para el largo de la cola del cometa en cada uno de los 
puntos experimentales en células CHO-K1 para el MIC y MIG. 
 
 


















D1- Control neg. 
 
126 3-178 9 
D1-d 100  
 
120 3-136 13 
D10-Control neg. 
 
132 3-189 10 
D10-d 1000  
 
143 3-163 15 
 












Tabla 6. Resumen de datos obtenidos para OTM en cada uno de los puntos experimentales en 















 Debido a que los datos obtenidos no seguían una distribución de tipo normal, se 
utilizaron las medianas de cada uno de los parámetros a fin de realizar un contraste de 
Kruskal-Wallis para cada una de las comparaciones establecidas.  
 En ambos modelos experimentales, al realizar el contraste de medianas 
inmediatamente después de la primera exposición a la radiación, las diferencias 
resultaron significativas desde el punto de vista estadístico para dos de los tres 
parámetros analizados: %de ADN en cola y OTM (p<0,01 y p<0,05, respectivamente). 
La semejanza entre los modelos también se mantiene al realizar los contrastes al final 
de los protocolos. Así se encontraron diferencias significativas al contrastar las 
poblaciones que recibieron una dosis total tanto de 1000 mSv como de 100 mSv 
respecto de sus correspondientes controles luego de transcurridos los diez días del 
diseño experimental, siendo en este caso significativas para los tres parámetros 
estudiados (p<0,001 para los tres parámetros). Al realizar los contrastes entre las 
poblaciones irradiadas el primer día del protocolo, con las del último día, no se observó 







D1- Control neg. 
 
126 0,00079-66,15 0,22 
D1-d 100  
 
120 0,00019-46,36 0,76 
D10- Control neg. 
 
143 0,00085-50,81 0,18 
D10-d 1000  
 
143 0,00166-63,98 0,70 
 











 Los resultados del análisis estadístico se resumen en la Tabla 7 y se ilustran en 
las Figuras 17. 
 
 
Tabla 7. Contraste de Kruskal-Wallis para las medianas de los tres parámetros establecidos en 





Día dosis/Día dosis (Dd/Dd) % de ADN Longitud OTM 
D1 d 0/D1 d 100  
 
p<0,01 p>0,05 p<0,05 
D1 d 0/D10 d 0 p>0,05 p>0,05 p>0,05 
D10 d 0/D10 d 1000  
 
p<0,001 p<0,001 p<0,001 
D1 d 100/D10 d 1000 p>0,05 p>0,05 p>0,05 
D10 d 0/D10 d 100  
 
p<0,001 p<0,001 p<0,001 
D1 d 100/D10 d 100 p>0,05 p>0,05 p>0,05 
    
         













Figura 17. Comparación de las medianas obtenidas para el % de ADN en cola (Fig. 
17a), longitud de la cola del cometa (Fig. 17b) y OTM (Fig. 17c) en células 

















































































Ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis  
 
Para valorar el daño cromosómico generado por la radiación, en ambos 
modelos, se contabilizó la frecuencia de micronúcleos (MN), puentes nucleoplásmicos 
(NPBs) y brotes nucleares (NBUDs) en 1000 células binucleadas (BN).  
Si bien en ninguno de los modelos establecidos la frecuencia de MN presentó 
efectos atribuibles a la variable día, en ambos se evidenció un aumento significativo de 
este parámetro como resultado de la exposición a la radiación. En este sentido, los 
cultivos irradiados exhibieron un aumento de daño estadísticamente significativo 
respecto de los controles en el día 1 en ambos modelos (p<0,05). Al realizar las 
comparaciones en el día 10, si bien la cantidad de células con MN ha sido mayor 
respecto de sus controles tanto para el MIC como para el MIG, esta diferencia alcanzó 
relevancia significativa sólo para el primero de los casos (p<0,05). Cabe resaltar que al 
comparar la frecuencia  de MN obtenidos en las poblaciones irradiadas el primer día del 
protocolo con aquella obtenida el último día, no se obtuvo una diferencia 
estadísticamente significativa para ninguno de los modelos.  
Los resultados obtenidos para los NPBs fueron dispares, mostrando valores 
superiores en el día 1 independientemente de la condición frente a la radiación. Estas 
diferencias no fueron estadísticamente significativas. En ningún caso se observaron 
NBUDs.  
 En la Tabla 8 y en la Figura 18 se resumen e ilustran los resultados obtenidos 
para este ensayo. 
 
Tabla 8. Promedio de frecuencias porcentuales de MN (‰±EE) en 1000 CB en células CHO-K1 
para el MIC y el MIG. 
 
 Día 1 Día 10 
Control negativo 26 (±0,47) 28 (±0,35) 
Irradiadas 
100 mSv 44 (±1,20)* 39 (±1,55) 
1000 mSv ------- 48 (±1,55)* 








Figura 18. Comparación de las frecuencias de MN en 1000 CB en células CHO-K1 para el MIC 













































Análisis de células apoptóticas 
 
En ambos modelos, la frecuencia de células Anexina V positivas en el análisis 
realizado luego de la primer irradiación (D1 d100) aumentó en forma no significativa 
desde el punto de vista estadístico, respecto de su control no irradiado. 
Al realizar las comparaciones para el día 10 del protocolo, los resultados 
encontrarados fueron diferentes según se trate de un modelo u otro. Así en el caso del 
MIC se verificó un aumento significativo de este parámetro tanto respecto de su control 
negativo (p<0,001) como del analizado luego de la primera exposición (D1 d100) 
(p<0,001). Por su parte, en el MIG se encontró una disminución en la frecuencia de 
células vehiculizadas a apoptosis respecto de aquellas irradiadas en el día 1, aunque 
estas diferencias no fueron estadísticamente significativas. 
Los promedios de los resultados observados en las tres tandas experimentales 
como células positivas para la prueba de Anexina V (AV+) se resumen en la Tabla 9 y 









Tabla 9. Promedio de frecuencias porcentuales (±EE) de células AV+ en 1000 células CHO-K1 
para MIC y el MIG.  
 
                                              
 Día 1 Día 10 
Control negativo 16 (±0,89) 11 (±1,15) 
Irradiadas 
100 mSv 25 (±1,09) 15 (±1,12) 
1000 mSv ------- 60 (±1,38)****** 




Figura 19. Comparación de las frecuencias de células AV+ en 1000 células CHO-K1 para el 



























































V.2. Resultados para la línea celular XRS-5 
 
 
Ensayo cometa análisis cualitativo 
 
Como se mencionó para su línea parental, al procesar los datos por medio del 
análisis de varianza multifactorial no se encontraron efectos significativos atribuibles a 
la variable día, pero sí para las variables dosis (p<0,001) y línea (p<0,001). Estos 
resultados se hallaron tanto para el MIC como para el MIG.  
Para el análisis de los resultados obtenidos con la línea celular XRS-5 se utilizó, 
al igual que con su línea parental, en primer lugar el ID y, en segunda instancia, la 
comparación por categoría de daño.   
 
Análisis comparativo por índice de daño (ID) 
 
Al procesar los datos por medio de la varianza multifactorial no se encontraron 
efectos significativos atribuibles a la variable día, pero sí para las variables dosis 
(p<0,001) y línea (p<0,001). 
Estas diferencias resultaron significativas tanto para el día 1, la dosis de 100 
mSv respecto del control (p<0,01), como para el día 10 respecto de su control. Por su 
parte, al final del protocolo, si bien se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en ambos modelos experimentales, los niveles de significación 
alcanzados difirieron  según se trate de uno u otro (p<0,001 para el MIC y p<0,05 para 
el MIG).  
Al realizar el contraste dentro de la población irradiada de la línea celular XRS-5, 
entre el primer y el último día del protocolo, éste resulto estadísticamente significativo 










Los promedios de los ID obtenidos en las distintas tandas experimentales para 
cada día y para cada dosis se resumen en la Tabla 10 y su comparación se ilustra en la 
Figura 20. 
 
Tabla 10. Promedios de los ID (±DE) obtenidos en el análisis cualitativo del Ensayo Cometa en 
células XRS-5 para el MIC y el MIG.  
 
 
 Día 1 Día 10 
Control negativo 20,00 (±2,02) 27,00 (±1,38) 
Irradiadas 
100 mSv 38,83 (±2,45)*** 40,5(±3,86)  
1000 mSv ------ 60,17 (±5,46)**** 




Figura 20. Comparación de los promedios de los ID obtenidos para en células XRS-5 para el 


































Análisis comparativo por categorías de daño 
 
Al realizar el análisis estadístico ANOVA multifactorial, no se hallaron efectos 
atribuibles a la variable día para ninguna de las categorías propuestas ni para ninguno 
de los modelos planteados.  
De modo contrario, se observó en ambos modelos un aumento de daño 
estadísticamente significativo para aquellas poblaciones que han sido expuestas a 
radiación respecto de las que no han sido irradiadas para todas las categorías 
(p<0,001). Así en el primer día del protocolo se observó una disminución de la 
frecuencia de células sin daño (p<0,05) y un aumento en la frecuencia de células con 
daño leve (p< 0,05) pero no ocurrió lo mismo en las células con daño grave. En ambos 
modelos, esta diferencia tomo relevancia estadística sólo en el último día del diseño 
experimental. 
Los resultados obtenidos luego de reagrupar las poblaciones celulares de la 
línea celular XRS-5 en las tres categorías se resumen en la Tabla 11 y se ilustran en 
las Figuras 21 y 22.  
 
Tabla 11. Categorías de daño (%±DS) obtenidos en el análisis cualitativo del Ensayo Cometa 
en células XRS-5 para el MIC y MIG. 
 
 
Día (D) y dosis (d)  Células sin daño 
Células con daño 
leve 
Células con daño 
grave 
D1 control negativo  81,91 (±0,99)a 17,41 (±1,06)a 0,66 (±0,49)a 
D1-d 100  68,91 (±1,73)b 29,41 (±1,83)b 1,66 (±0,85)a 
D10 control negativo 83,67 (±2,58)a 15,83 (±2,14)a 0,50 (±0,84)a 
D10-d 100 75,17 (±2,71)b 15,83 (±2,14)b 0,50 (±0,84)b 
D10-d 1000  65,75 (±1,73)b 28,25 (±1,83)b 6 (±0,85)b 

































Figura 21. Promedios e intervalos de Bonferroni obtenidos para el número de células sin daño 





      










































Figura 22. Promedios e intervalos de Bonferroni obtenidos para el número de células sin daño 





 Fig. 22a 























Ensayo cometa análisis cuantitativo 
 
Al igual que para la línea CHO-K1, las imágenes fueron procesadas con el 
programa CASP para la obtención de los tres parámetros seleccionados (% de ADN en 
la cola del cometa, longitud de la cola del cometa y Olive Tail Moment). A su vez, para 
cada uno de estos parámetros se calculó el rango, el promedio y la mediana en cada 
uno de los puntos experimentales. 
Los resultados obtenidos para los distintos parámetros se resumen en las Tablas 
12,13 y 14.  
 
Tabla 12. Resumen de datos obtenidos para el % de ADN en la cola del cometa en cada uno 








152 0,000-65,74 0,15 
D1-d 100  
 
123 0,00412388-51,99 0,91 
D10- Control neg. 
 
142 0,00146065-79,47 0,40 
 





D10-d 1000  
 
135 0,00337808-81,34 3,05 
 
Tabla 13. Resumen de datos obtenidos para el largo de la cola del cometa en cada uno de los 




















D1- Control neg. 152 3-108 6 
D1-d 100  123 3-139 10,5 
D10- Control neg. 142 3-155 5 
D10-d100 56 3 - 210 7 




Tabla 14. Resumen de datos obtenidos para el OTM en cada uno de los puntos experimentales 














 Debido a que los datos obtenidos no seguían una distribución de tipo normal, se 
utilizaron las medianas de cada uno de los parámetros a fin de realizar un Contraste de 
Kruskal-Wallis para cada una de las comparaciones establecidas.  
 Al realizar el contraste de medianas inmediatamente después de la primera 
exposición a la radiación, las diferencias resultaron significativas desde el punto de 
vista estadístico para los tres parámetros analizados (p<0,001) y para ambos modelos. 
 Al realizar los contrastes el último día del protocolo y comparar los resultados 
obtenidos en las poblaciones irradiadas respecto de sus controles, los resultados 
mostraron diferencias según se trate de un modelo u otro. En este sentido, al realizar la 
comparación para el MIG estas diferencias no resultan significativas para ninguno de 
los tres parámetros analizados; mientras que, contrariamente, en el MIC todos los 
parámetros mostraron diferencias estadísticamente significativas respecto de sus 
controles no irradiados. 
 En el MIC, a diferencia de lo observado en la línea parental, la comparación 
entre la población irradiada el primer día del protocolo con aquella irradiada en el último 
día, ha resultado estadísticamente significativa en dos de los tres parámetros: % de 
ADN en cola y OTM (p<0,05 en ambos casos). Mientras que en el MIG no se han 





D1- Control neg. 152 0,00051-28,88 0,5560 
D1-d 100  123 0,00217-42,36 0,3361 
D10- Control neg. 142 0,00083-59,06 0,1001 
D10-d100 56 0,00054-84,82 0,1620 




al comparar la población inmediatamente después de la irradiación y transcurridos los 
diez días del diseño experimental.  
 Estos resultados se resumen en la Tabla 15 y se ilustran en la Figura 23.  
 
 
Tabla 15.Contraste de Kruskal-Wallis para las medianas de los tres parámetros establecidos en 




Día dosis/Día dosis (Dd/ Dd) 
% de ADN Longitud OTM 
D1 d 0/D1 d 100  p<0,001 p<0,001 p<0,001 
D1 d 0/D10 d 0  p>0,05 p>0,05 p>0,05 
 
D10 d 0/D10 d 100  p>0,05 p>0,05 p>0,05 
D10 d 0/D10 d 1000  p<0,001 p<0,001 p<0,001 
 
D1 d 100/D10 d 100  p>0,05 p>0,05 p>0,05 






















Figura 23. Comparación de las medianas obtenidas para el % de ADN en cola (Fig. 23a), 
longitud de la cola del cometa (Fig. 23b) y OTM (Fig. 23c) en células XRS-5 para el 
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Ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis 
 
A fin de medir el daño a nivel cromosómico inducido por la radiación, se 
contabilizó la frecuencia de micronúcleos (MN), puentes nucleoplásmicos (NPBs) y 
brotes nucleares (NBUDs) en 1000 células binucleadas (BN).  
Si bien la frecuencia de MN no presentó efectos atribuibles a la variable día en 
ninguno de los dos modelos, se ha evidenciado un aumento significativo de este 
parámetro en todos los casos como resultado de la exposición a la radiación.  
Los cultivos irradiados exhibieron un aumento de daño estadísticamente 
significativo respecto de los controles en el día 1 (p<0,05), pero al realizar los 
contrastes al finalizar el protocolo, los resultados difieren según el modelo estudiado.  
En este sentido, en el MIG, la frecuencia de MN en células BN disminuyó 
levemente al cabo de los diez días del diseño experimental, aunque no de manera 
significativa. Esta leve disminución resultó en una población celular con una frecuencia 
de CB con MN intermedia entre la frecuencia encontrada en las poblaciones controles y 
los resultados obtenidos inmediatamente después de la exposición a la radiación, 
aunque las diferencias no resultaron significativas. 
Al analizar los resultados obtenidos en el MIC, la frecuencia de CB con MN de la 
línea deficiente en reparación por NHEJ aumentó en forma estadísticamente 
significativa al final del protocolo. A diferencia de lo observado en la línea parental, en 
donde no se han encontrado diferencias al comparar las dosis utilizadas, en esta línea 
celular deficiente en el mecanismo de reparación por unión de extremos no homólogos, 
el incremento en el daño fue estadísticamente significativo tanto respecto de su control 
(p<0,001) como de la frecuencia observada luego de la primera exposición (p<0,01). 
Al analizar los NPBs los cultivos irradiados presentaron un aumento significativo 
de puentes respecto de sus controles (p<0,01 para el día 1 dosis final 100 mSv;  y 
p<0,05 para el día 10 dosis final 1000 mSv), aunque no entre las dos dosis utilizadas. 
Finalmente, la existencia de NBUDs no se observó en ninguno de los 
tratamientos realizados. 
En la Tabla 16 y en la Figura 24 se resumen e ilustran, los resultados obtenidos 





Tabla 16. Promedio de frecuencias porcentuales de MN (‰±EE) en 1000 CB en células XRS-5 
para el MIC y el MIG. 
 
 Día1 Día 10 
Control negativo 31(±0,66) 37(±0,42) 
Irradiadas 
100 mSv 50(±1,35)* 48(±1,96) 
1000 mSv  84(±2,06)***** 
Control positivo 107(±2,73) 121(±2,49) 
 
 



















































Análisis de células apoptóticas 
 
La frecuencia de células Anexina V positivas luego de la primer irradiación en la 
línea celular XRS-5 reflejó un aumentó no significativo respecto de su control no 
irradiado. 
Al finalizar el protocolo en ambos diseños experimentales se observó un 
aumento de este parámetro que resultó significativo respecto de la población control en 
ambos casos (p<0,001 para el MIC y p<0,05 para el MIG); pero sólo en el MIC adquirió 




Los promedios de los resultados observados en las tres tandas experimentales 
para la prueba de Anexina V (AV+) se resumen en la Tabla 17 y se ilustran en la Figura 
25. 
 
Tabla 17. Promedio de frecuencias porcentuales (±EE) de células AV+ en 1000 células XRS-5 
para MIC y el MIG. 
                     
 Día1 Día 10 
Control negativo 31 (±1,32) 34 (±1,67) 
Irradiadas 
100 mSv 45 (±1,12) 55 (±1,32) 
1000 mSv  ---------- 73 (±1,98)***** 
Control positivo 60 (±2,55)*** 65 (±2,01)*** 
 
 






















V.3. Comparación entre líneas celulares para MIC  
 
Se realizó la comparación de los resultados obtenidos para cada uno de los 
biomarcadores utilizados entre las líneas celulares CHO-K1 y XRS-5. Para tal fin, se 




Ensayo cometa análisis cualitativo  
 
Al procesar los datos por medio de un análisis de varianza multifactorial se han 
encontrado efectos significativos atribuibles a la variable línea (p<0,001). 
Ambas líneas presentaron un comportamiento similar para el ID, aunque las 
células XRS-5 mostraron valores mayores para la dosis de 1000 mSv sin ser las 
diferencias estadísticamente significativas. Tampoco lo fueron cuando se comparó la 
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Ensayo de micronúcleos por bloqueo de la citocinesis 
 
En el análisis de la frecuencia de MN ocurrió algo similar a lo observado para el 
EC. Las células XRS-5 presentaron mayor proporción de daño, aunque en este caso al 
realizar las comparaciones estadísticas entre ambas líneas las diferencias resultaron 
significativas (p<0,001 para la comparación del D10 con el D1; p<0,001 para la 
comparación del D10 con el control D10). La comparación de la frecuencia de MN se 
ilustra en la Figura 27. 
 
 
Figura 27: Comparación de la frecuencia de MN entre ambas líneas celulares para el MIC.   
Comparación de ambos días analizados, con su respectivos controles (Fig. 27a). 




























































































Análisis de células apoptóticas 
 
En el caso del análisis de apoptosis temprana se observó la misma situación que 
para la frecuencia de MN. Las células XRS-5 mostraron una frecuencia mayor de 
células apoptóticas el D10 respecto tanto del D1 como del control del D10 (p<0,001 y 
p<0,01, respectivamente). La comparación de la frecuencia de células AV+ se ilustra en 
la Figura 28. 
 
 
Figura 28: Comparación de la frecuencia de AV+ entre ambas líneas celulares para el MIC. 
Comparación de ambos días analizados, con su respectivos controles (Fig. 28a). 












V.4. Comparación entre líneas celulares para MIG  
 
Se realizó la comparación de los resultados obtenidos para cada uno de los 
biomarcadores utilizados entre las líneas celulares CHO-K1 y XRS-5. Para tal fin, se 




Ensayo cometa análisis cualitativo  
 
Como puede observarse en la Figura 23, el comportamiento de ambas líneas 
con respecto al ID entre las células irradiadas al inicio y al final del protocolo fue similar 



























Figura 29: Comparación del ID entre ambas líneas celulares para el MIG. 
 
 





El comportamiento de ambas líneas con respecto a la frecuencia de MN entre 
las células irradiadas al inicio y al final del protocolo fue similar desde el punto de vista 
estadístico. El comportamiento para este biomarcador en ambas líneas celulares puede 







Figura 30: Comparación de la frecuencia de MN entre ambas líneas celulares para el MIG. 
Comparación de ambos días analizados, con su respectivos controles (Fig 30a). 
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Análisis de células apoptóticas 
 
En el caso de la frecuencia de células AV+ los resultados encontrados para 
ambas líneas celulares fueron diferentes, demostrándose significancia estadística entre 
ellos. Esta comparación se ilustra en la Figura 31.  
 
Figura 31. Comparación de la frecuencia de AV+ entre ambas líneas celulares para el 
MIGComparación de ambos días analizados, con su respectivos controles (Fig 31a). Gráfico de 
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VI.1. Consideraciones generales 
 
La materia viva está permanentemente expuesta a RI, ya sea por fuentes 
naturales como por fuentes de origen antropogénico. Por tal motivo, constituye en la 
actualidad una parte del medioambiente en la cual el hombre moderno debe desarrollar 
su vida cotidiana. El daño producido por la radiación en los sistemas biológicos está 
determinado por una suma de factores, tales como el tipo de radiación, el total de la 
dosis recibida, la tasa de dosis y el tipo celular que recibe la radiación, entre otros.  
A pesar de que está bien establecido que la exposición a dosis altas puede 
causar diferentes enfermedades, siendo quizá el riesgo a desarrollar cáncer el de 
mayor importancia para la salud humana; el riesgo asociado a la exposición a DBRI, no 
ha sido hasta el momento totalmente elucidado a pesar de que sean realizado 
numerosos esfuerzos por llegar a responder este interrogante. La  mayoría de los 
trabajos realizados en este rango de dosis, (0-200 mSv) se basaron en poblaciones 
crónicamente expuestas en las cuales la respuesta observada corresponde a la de un 
organismo en su totalidad y, por lo tanto, resulta difícil poder discriminar lo que ocurre a 
nivel celular. Por otra parte, al trabajar con seres humanos resulta muy dificultoso 
abstraer del análisis muchos factores de confusión, tales como la exposición a otros 
agentes genotóxicos, la concentración de ciertos micronutrientes, la ingesta de 
medicamentos y la presencia de enfermedades, entre otros (Mothersill y Seymour, 
2014). Así, el desarrollo de un modelo in vitro con condiciones controladas y 
estandarizadas que intente reproducir esta exposición, disminuyendo al máximo las 
variables intervinientes en la respuesta a la radiación, resultaría de gran utilidad como 
herramienta de investigación a la hora de dilucidar la respuesta celular a este agente. 
Cuando la materia viva se expone a radiación ionizante una de las 
consecuencias más importantes es la ocurrencia de daño en el ADN. Dentro de las 
lesiones que la RI puede ocasionar en esta macromolécula las rupturas de cadena 
doble son hasta el momento, consideradas las más peligrosas para la salud humana, 
debido a su extrema correlación con los procesos de mutagénesis, carcinogénesis y 




Rothkamm y Prise, 2009; Hartlerode y Scully, 2009; Kass y Jasin, 2010; Bajinskis et al., 
2013). 
Si bien las células cuentan con mecanismos de defensa contra los agentes 
genotóxicos, como puede ser la RI, estos pueden fallar o incluso muchas veces 
saturarse resultando inevitable la producción del daño en el ADN. En este sentido, una 
vez que el daño ha ocurrido, la célula debe ser capaz de frenar su ciclo de división a fin 
de repararlo y evitar que sea transmitido a la progenie. A lo largo de la evolución han 
surgido en los seres vivos, mecanismos que cumplen con estas funciones. Así, las 
células de los mamíferos cuentan con mecanismos celulares que cumplen funciones 
específicas, constituyendo vías independientes pero intercomunicadas. En este  
contexto, podemos mencionar algunos que alertan a la célula del estado general de su 
genoma, mientras que otros son los encargados de la reparación del mismo.  
Actualmente, se propone que todas las células de los mamíferos cuentan 
básicamente con dos mecanismos de reparación de las DSBs, la recombinación 
homóloga (HR) y la unión por extremos no homólogos (NHEJ) (Limoli, 2004; Lees-
Miller y Meek, 2003; Jeggo y Lobrich, 2005; Beucher et al., 2009, Kass y Jasin, 2010). 
En éste último caso, la proteína Ku80 ha sido reconocida durante muchos años como 
un componente clave de la maquinaria proteica para la reparación por NHEJ (Wang et 
al.,  2006; Illiakis, 2009; Mladenov y Illiakis, 2011; Manova et al., 2012; Palmitelli et al., 
2015).   
En este contexto, para el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizaron dos líneas 
celulares provenientes de ovario de hámster chino: una línea parental, CHO-K1, y una 
línea derivada, XRS-5, deficiente para la proteína Ku80. Se desarrollaron dos modelos 
en forma simultánea con cada una de estas líneas celulares: uno en el cual se avaluó 
la exposición crónica a dosis bajas de radiación ionizante (MIC) en el que los cultivos 
recibieron una dosis final de 1000 mSv (1Sv); y otro en el cual se evaluó el efecto de la 
inestabilidad genómica radioinducida (MIG), en el que los cultivos recibieron una dosis 
final de 100 mSv de rayos X. En ambos modelos, el daño en el ADN se cuantificó tanto 




Si bien, como se mencionó en el apartado de Materiales y Métodos, el Ensayo 
Cometa en su versión alcalina, resulta en la actualidad una herramienta muy valiosa a 
la hora de detectar y cuantificar las lesiones impartidas sobre el ADN, esta técnica 
reviste algunas limitaciones que deben ser consideradas a la hora de discutir los 
resultados obtenidos. De esta manera, la principal limitante encontrada hasta el 
momento para esta metodología radica en la imposibilidad de poder discriminar los 
diferentes tipos de lesiones de la hebra de ADN. Por ello, en la presente tesis doctoral 
esta técnica fue realizada conjuntamente con el ensayo de CBMN,  a fin de corroborar 
la presencia de fracturas de doble cadena.  Por otra parte, resulta interesante resaltar 
que, si bien el EC en su versión alcalina permite detectar los entrecruzamientos de 
cadena (Olive, 1996; Pfuhler y Wolf, 1996; Olive y Banath, 1997; Ward et al., 2000), 
lesión que resultaría en un acortamiento de las colas de los cometas, el análisis de las 
curvas de calibración de dosis respuesta de radiación parecería indicar que la radiación 
en sí misma no produciría este tipo de lesión en el ADN (Olive, 1995). 
Como fuera descripto en la metodología, un micronúcleo puede estar constituido 
por un fragmento cromosómico acéntrico o bien por un cromosoma completo, el cual no 
queda incluido en ninguno de los dos núcleos principales luego de la duplicación del 
ADN y la división nuclear. Desde hace ya algunos años el desarrollo de esta técnica 
conjuntamente con la utilización de marcadores, tal como la hibridación in situ con 
fluorescencia (FISH) con sondas centroméricas, ha permitido la distinción entre 
micronúcleos originados por ruptura cromosómica (centrómero negativos) de aquellos 
formados por pérdida cromosómica (centrómero positivos), permitiendo por lo tanto 
discriminar entre procesos clastogénicos o aneugénicos, respectivamente (Touil et al., 
2002, Sari-Minodier et al., 2007). Resulta importante destacar que si bien la 
incorporación de sondas en la metodología constituye una ventaja a la hora de 
discriminar entre uno u otro efecto del agente genotóxico, presenta en la actualidad la 
limitación del tipo celular a utilizar en el modelo experimental. Así, mientras que la 
utilización clásica de esta metodología puede ser extendida a cualquier tipo celular 
nucleado proveniente de diversas especies animales, muy por el contrario, la 




poblaciones humanas, ya que no se dispone de sondas comerciales para muchas 
especies animales.  
En todos los casos, reviste particular importancia saber que, para observar el 
daño generado en una célula a través de este ensayo, es necesario que la misma 
complete al menos un ciclo de división celular luego de la exposición (Fenech y Morley, 
1985a). Lógicamente, la frecuencia de MN decaerá a medida que una célula pase por 
sucesivas divisiones nucleares posteriores a la exposición al agente causante del daño. 
Consecuentemente, la comparación de la frecuencia de MN entre poblaciones 
celulares en división resultaría poco confiable a menos que la frecuencia de división 
nuclear posterior a la injuria sea idéntica en ambas poblaciones. En este sentido, como 
ya fuera mencionado, la incorporación de citocalasina B en esta metodología, 
constituye la principal ventaja del ensayo CBMN para la identificación confiable de 
células que han completado sólo una división nuclear, permitiendo así la comparación 
entre distintas poblaciones celulares. 
Como fuera referido en la Introducción, tanto en células normales como 
tumorales, en modelos in vivo e in vitro, se han descripto diferentes tipos de muerte 
celular. De todos ellos, el modelo que hasta el momento ha presentado mayor 
asociación con la exposición a DBRI ha sido el de apoptosis y en segundo lugar el de 
autofagia. Adicionalmente, hay autores que postulan que la radiación podría inducir 
senescencia celular acelerada, un estado en el cual la célula permanece viable pero 
con sus funciones alteradas, dejando de ser competente para la proliferación celular 
(Muller, 2009). A diferencia de lo que ocurre con el arresto en el crecimiento en células 
quiescentes, las cuales podrían retomar su proliferación en respuesta a un determinado 
estímulo fisiológico, el arresto del crecimiento en células senescentes es esencialmente 
irreversible (Campisi et al., 2007). La exposición a RI ha demostrado causar un 
aumento en los niveles de senescencia acelerada en prácticamente todos los tipos 
celulares, incluso se ha propuesto que este mecanismo es la respuesta 
desencadenada por defecto en algunos tipos celulares en los que la senescencia 
acelerada ocurre con dosis más bajas que aquellas requeridas para la inducción de 




La selección por parte de la célula del proceso que conlleva a un modo 
específico de muerte celular o senescencia, no ha sido aún claramente definido. Hoy 
en día muchas investigaciones concuerdan en que esta selección depende de diversos 
factores: la dosis de radiación, la tasa de dosis y múltiples aspectos del contexto celular 
(Rothkamm y Lobrich, 2003; Lindsay et al., 2007; Kapty et al., 2010; Surova et al., 
2012; Kaliberov y Buchsbaum, 2012). Por su parte, dado que las vías autofágicas 
pueden funcionar removiendo los componentes celulares dañados y, a su vez, servir 
como mecanismo para una muerte celular programada, estas vías pueden 
paradójicamente permitir tanto un incremento en la supervivencia como en la muerte 
celular en respuesta a la RI, dependiendo principalmente del contexto celular (Denton 
et al., 2012; Yi et al., 2013; Palumbo y Comincini, 2013).  
Dadas estas consideraciones, y dado que se trata de uno de los mecanismos 
que reviste mayor interés biológico con respecto a los efectos de la exposición a DBRI 
(Waters et al., 2013), se consideró oportuna la elección del análisis de este tipo de 
muerte celular  para el desarrollo del presente plan de tesis doctoral.   
Si bien la inducción de apoptosis podría evaluarse a través del ensayo cometa 
(Singh, 1994) o del test de micronúcleos (Fenech, 2007) estas metodologías presentan 
algunas limitaciones a la hora de ser utilizadas con este propósito. Collins (2004) 
sostiene que cuando la célula presenta casi la totalidad de su ADN en la cola del 
cometa es altamente probable que en ella ocurra una muerte celular programada; pero 
estas células no pueden contabilizarse como apoptóticas por dos razones: 1) aún 
cuando las células poseen su ADN altamente dañado, muchas veces tienen la 
posibilidad de repararlo; 2) la apoptosis se caracteriza por la fragmentación del ADN en 
fragmentos del tamaño de oligómeros nucleosómicos. Estos pequeños fragmentos 
desaparecerían durante la lisis o la electroforesis. Así, el hecho de poder visualizar en 
el microscopio un pequeño porcentaje de fluorescencia normal del ADN, podría 
representar un residuo de ADN de alto peso molecular, no concordante con lo 
esperado para las células apoptóticas. 
Teniendo en cuenta estas limitaciones, para la cuantificación de células 




seleccionada la tinción de estas células con la proteína Anexina V conjugada con el 
fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC) detectable por microscopía de 
fluorescencia. La técnica de Anexina V-FITC se fundamenta en la capacidad que tiene 
la proteína Anexina V de unirse a determinados fosfolípidos de membrana que en 
condiciones normales se encuentran en la cara interna de la misma pero que se 
evierten en condiciones de apoptosis temprana. De todos modos, es importante tener 
en cuenta que en la actualidad se considera que la externalización de los fosfolípidos 
de membrana no es considerado un punto de no retorno del proceso de muerte celular, 
ya que una vez disminuidos o desaparecidos los factores de “peligro” para la integridad 
celular este fenómeno de eversión podría revertirse.  
 
VI.2. Modelo de Irradiación Crónica (MIC) 
 
Análisis al inicio del MIC 
 
Al analizar los resultados obtenidos inmediatamente después de la primera 
irradiación, se observa que una sola exposición a 100 mSv de RX es capaz de generar 
un daño en el ADN. Este hecho se manifiesta de manera estadísticamente significativa, 
para el aumento tanto del ID como de la frecuencia de MN en ambas líneas celulares. 
Es importante destacar que al inicio del diseño experimental, podría afirmarse que el 
daño observado corresponde a una imagen instantánea luego de la exposición. Bajo 
esta premisa, debido a la inmediatez entre la irradiación y el análisis realizado, se 
asume que no ha sido posible la intervención de los mecanismos de reparación que 
podrían estar atenuando el daño, como así tampoco de los efectos indirectos asociados 
a la RI que, contrariamente, podrían estar potenciando el mismo. Así, si bien el número 
de células con su ADN dañado aumenta en forma estadísticamente significativa 
inmediatamente luego de la primera exposición en ambas líneas celulares, el grado de 
daño observado es casi exclusivamente de tipo leve (grados 1 y 2).  
En este punto el comportamiento fue similar en ambas líneas celulares y 




para dosis inferiores de rayos X (de 2,5 a 10 mSv) en la línea celular CHO-K1 (Güerci 
et al., 2004 y 2005); como con resultados obtenidos por otros autores quienes hallaron 
daño en el ADN luego de la exposición a dosis de 50 mSv de radiación ionizante en 
otros tipos celulares (Vijayalaxmi et al., 1993; Wojewodzka et al., 1998; Rothkamm y 
Löbrich, 2003; Sudprasert et al., 2006).  
El análisis cuantitativo del Ensayo Cometa ha arrojado resultados similares para 
ambas líneas celulares, evidenciando un aumento estadísticamente significativo, en la 
mayor parte de los casos, para el daño en el ADN en los tres marcadores 
seleccionados: % de ADN en la cola de los cometas, largo de la cola y Olive Tail 
Moment (OTM). En este caso, se torna dificultosa la comparación con los resultados 
obtenidos por otros investigadores, ya que no se han encontrado trabajos con dosis 
bajas de radiación ionizante que hayan utilizado los parámetros cuantitativos aquí 
seleccionados.  
Si bien, como se mencionó al inicio de este apartado, este aumento en los 
marcadores puede deberse a una fuente variada de lesiones en la hebra de ADN, el 
análisis conjunto de los resultados obtenidos con el EC y con el CBMN permiten sugerir 
que, al menos en cierta medida, el daño observado a través de estos biomarcadores 
corresponde a la presencia de rupturas de cadena doble.  
Por otra parte, debido a que en la presente tesis no han sido utilizados 
marcadores que determinen la naturaleza de los MN encontrados no podemos, en 
principio, descartar la posibilidad de que el MN esté formado por un cromosoma 
completo. De todas formas, dada la dosis utilizada y al complementar los resultados 
obtenidos en este ensayo con el incremento del daño en el ADN medido a través del 
EC, podría sugerirse la presencia de un efecto clastogénico de la radiación ionizante en 
este modelo. Este tipo de lesiones podría deberse a la acción directa de la radiación o 
haberse ocasionado como consecuencia de la amplificación de rupturas de cadena 
simple (SSBs) en células que han pasado por un período de división celular, 
convirtiendo así una SSBs en una DSBs. 
Es importante destacar que cuando se analiza el daño ocasionado en la hebra 




semejantes tanto en la línea CHO-K1, como en su línea derivada carente de la proteína 
Ku80 (XRS-5). 
Hasta aquí los datos obtenidos concuerdan con los resultados hallados por 
Rothkamm y Löbrich en 2003, quienes compararon el daño en el ADN instaurado por 
dosis bajas de rayos X en dos líneas celulares, una proficiente en NHEJ (MRC-5) y una 
deficiente para este mecanismo de reparación (180BR). Estos autores, a través de la 
detección de focos de histona demostraron que, al menos en estos rangos (entre 1 y 
200 mGy) de dosis de rayos X, el daño en el ADN es independiente de su capacidad de 
reparación por NHEJ.  
Al estudiar los resultados hallados para el recuento de células vehiculizadas a 
apoptosis, inmediatamente después de la primera irradiación, los resultados obtenidos 
en ambas líneas celulares han sido semejantes. En la línea celular CHO-K1, no se han 
hallado diferencias estadísticamente significativas entre el control negativo y las células 
irradiadas; mientras que en la línea XRS-5, se encontró un aumento pequeño pero no 
significativo en la población que recibió 100 mSv de rayos X respecto de la población 
utilizada como control. Este resultado es el esperado debido al poco tiempo 
transcurrido  desde el momento en que las células fueron expuestas a la radiación y el 
momento en el que se realizó la marcación. La apoptosis debe ser considerada como 
un proceso y, si bien la externalización de la membrana plasmática es un evento 
considerado temprano dentro de este proceso, no es inmediato. De este modo, podría 
considerarse que los resultados encontrados aquí, están relacionados con el momento 
en que se llevó a cabo el análisis, ya que no transcurrió un lapso de tiempo suficiente 
como para que el proceso de apoptosis llegue, en caso de haberse desencadenado, al 
punto de la eversión de los fosfolípidos de membrana. 
 
Análisis al final del MIC 
 
Al analizar la respuesta celular a lo largo del tratamiento crónico, cabe 
plantearse una serie de preguntas relacionadas no solamente con las características 




mismo. En este sentido, se torna importante conocer si el daño generado en la primera 
irradiación es detectado por la célula siendo, por lo tanto, capaz de desencadenar una 
respuesta, como por ejemplo detener el ciclo celular para una posterior reparación del 
material genético. Por el contrario, si no fuera detectado la célula podría continuar 
multiplicándose, sufriendo muy probablemente cambios en la secuencia de su ADN y 
evidenciando finalmente un efecto mutagénico.  
Cuando se analizan las células que llegaron hasta el D10 del diseño 
experimental pueden considerarse dos aspectos. Por un lado, la comparación entre los 
cultivos no irradiados en ambos puntos muestrales, lo cual permite inferir el estado de 
“salud” de la población celular. Por otro lado, la comparación entre las células 
irradiadas al principio y al final de los 10 días de cultivo, lo cual permite inferir el efecto 
de la irradiación crónica.  
El hecho de no haber encontrado diferencias significativas entre el D1 y el D10 
en los cultivos utilizados como controles negativos de ambas líneas celulares, 
evidencia la integridad de ambas a lo largo de todo el período experimental. Teniendo 
en cuenta este hecho, podría sostenerse que el daño en el ADN encontrado en el D10 
con una dosis final de 1000 mSv, tanto en la línea celular CHO-K1 como en la línea 
XRS-5, es resultado de la irradiación y no de una inestabilidad intrínseca de las líneas 
celulares utilizadas. 
Al analizar los resultados obtenidos en el D10 es importante recordar la 
multiplicidad de factores que estarían interactuando en la respuesta celular a la 
radiación, ya que ellos podrían tanto potenciar como atenuar el daño instaurado a lo 
largo del diseño experimental más allá de la dosis final que hayan recibido las 
poblaciones celulares.  
En la línea celular CHO-K1 no se han observado diferencias estadísticamente 
significativas, con ninguna de las técnicas, al comparar el daño en el ADN luego de la 
primera irradiación (d100) con aquel encontrado luego de la última irradiación (d1000). 
Los resultados obtenidos concuerdan con el comportamiento que podría esperarse 
para esta línea celular debido a que la misma dispone de toda la maquinaria enzimática 




primera instancia, que el daño fue suficiente para ser detectado por la maquinaria 
enzimática celular, y en segunda instancia, que el plazo de 24 hs transcurrido entre las 
sucesivas irradiaciones ha sido suficiente para reparar el daño instaurado luego de 
cada una de las exposiciones. De este modo, podría sugerirse que el daño observado 
en el D10 correspondería básicamente al ocurrido durante la última irradiación. En este 
punto los datos obtenidos también concuerdan con aquellos encontrados por 
Rothkamm y Lobrich en el año 2003, en otras líneas celulares que no tienen 
comprometidos sus mecanismos de reparación del ADN que fueron expuestas 
crónicamente a dosis bajas de rayos X (1,2; 5; 20 y 200 mGy).  
Contrariamente a lo observado en la línea parental, las células de la línea XRS-5 
mostraron un comportamiento diferente a lo largo de todo el diseño. Al analizar y 
comparar la población celular luego de la primera irradiación y luego de la última, se 
han encontrado diferencias estadísticamente significativas, tanto con el EC cualitativo y 
cuantitativo como con el ensayo CBMN. Así, al realizar el análisis de los resultados 
obtenidos con el EC, se evidenciaron comportamientos muy interesantes, ya que al 
comparar la cantidad de células con su ADN intacto (grado 0) no se observaron 
diferencias entre la primera irradiación y la última. Ahora bien, cuando se analizaron las 
células que poseen su ADN dañado se observó que el daño fue mayor el D10 (d 1000) 
respecto del D1 (d 100). Se observaron diferencias significativas entre los ID y entre la 
proporción de células con grado 3 y 4 de daño en el ADN. Mientras que por medio del 
análisis cuantitativo, se observaron diferencias estadísticamente significativas en dos 
de los tres parámetros analizados (% de ADN en cola y OTM). Otro factor interesante a 
destacar en este punto en particular, es que no se han encontrado diferencias 
significativas en la longitud de las colas de los cometas. Así, podría inferirse que, si 
bien ha aumentado la cantidad de fragmentos de ADN, no ha habido cambios 
significativos en el tamaño de los mismos.  
El aumento significativo en la frecuencia de MN asociado a los cambios 
encontrados a través del ensayo cometa podría estar sugiriendo un aumento en la 
frecuencia de las rupturas de cadena doble surgidas como resultado de la irradiación 




debidamente. De esta manera, se pone de manifiesto la importancia del mecanismo de 
reparación por NHEJ y, consecuentemente, de la proteína Ku80 en la reparación del 
daño en el ADN por exposición a dosis bajas de radiación ionizante. Entre las causas 
del efecto clastogénico observado por este ensayo, podría incluirse la oxidación de una 
base del ADN que ha comenzado a repararse por BER, generando una ruptura de 
cadena simple, que luego al replicarse el ADN se convierte en una de cadena doble, 
produciendo un fragmento que queda luego rezagado. Este hecho puede considerarse 
plausible en las células XRS-5 debido a que carecen de una proteína fuertemente 
involucrada en el principal mecanismo de reparación de rupturas de cadena doble.  
De todos modos, sea cual fuere la constitución de estos MN, es importante 
resaltar que en la línea celular XRS-5, este resultado podría corresponderse 
básicamente a dos situaciones. La primera explicación podría sustentarse en el 
fenómeno denominado “senescencia celular acelerada” (Müller, 2009), un estado en el 
cual la célula permanece viable pero no competente para su proliferación; lo cual 
llevaría a un incremento de los niveles de daño como consecuencia de las sucesivas  
irradiaciones. Otra explicación podría estar sustentada en una falla de los mecanismos 
celulares responsables de detener el ciclo celular, permitiendo por lo tanto a las células 
continuar dividiéndose a pesar del daño en su ADN. Esta segunda explicación 
parecería más apropiada, debido a que a lo largo del protocolo el ciclo celular no se vio 
alterado.  
A diferencia de lo observado a través de las técnicas utilizadas para medir el 
daño en el material genético, al analizar los resultados obtenidos con el ensayo de 
Anexina V, las diferencias fueron estadísticamente significativas para ambas líneas 
celulares.  
La línea celular CHO-K1 en este punto del diseño, ha evidenciado diferencias 
estadísticamente significativas tanto con su control sin irradiar, como con aquella 
población irradiada el primer día del diseño experimental que recibió 100 mSv de rayos 
X. Debido a que no habían sido encontradas diferencias significativas para este ensayo 




experimental con una dosis final de 1000 mSv de rayos X, podrían deberse a la 
exposición crónica a dosis bajas de radiación ionizante.  
Dado que la línea celular CHO-K1 posee todas sus capacidades para detectar y 
reparar el daño en el ADN, y que no se han hallado diferencias en las técnicas 
utilizadas para medir este tipo de daño respecto de la población que recibió 100 mSv 
de rayos X, los resultados encontrados para la frecuencia de células apoptóticas 
podrían estar vinculados a otras causas. Entre éstas, podríamos mencionar un 
aumento progresivo de los niveles intracelulares de especies reactivas de oxígeno o 
nitrógeno, las cuales llevarían a alcanzar un nivel de saturación de los mecanismos de 
detoxificación celular difícil de revertir a menos que cese la exposición al estímulo 
perturbante. 
Por otra parte, varios autores hacen especial énfasis en la importancia de la vía 
extrínseca de la apoptosis asociada a la exposición a dosis bajas de radiación ionizante 
(Bauer, 2007, Portess et al., 2007). De este modo, el incremento en la frecuencia de 
células destinadas a una muerte celular programada podría estar más vinculado con 
una respuesta a las citoquinas presentes en el medio que con el daño generado por la 
radiación en las macromoléculas del interior celular.   
Para la línea celular XRS-5, se ha encontrado un resultado semejante. Si bien 
en parte el aumento en la frecuencia de células apoptóticas podría tener su fundamento 
en la vía extrínseca, por medio de moléculas de comunicación intercelular, como lo 
planteado para las células CHO-K1, es importante tener en cuenta la dificultad de esta 
línea celular a la hora de reparar su ADN. Así, en este caso en donde la principal vía de 
reparación se encuentra alterada debido a la ausencia de la proteína Ku80, los 
resultados encontrados podrían estar asociados al aumento en los niveles de daño en 
el ADN producido a lo largo de todo el diseño experimental, tal como lo reflejan el EC y 








VI.3. Modelo de Inestabilidad Genómica (MIG) 
 
Desde hace algunos años, los efectos biológicos asociados a la exposición a 
DBRI han sido el centro de atención de la radiobilogía. La teoría del Target planteada 
originalmente por Osborne y colaboradores en el año 2000, fue rápidamente desafiada 
por los efectos a largo plazo observados en este tipo de exposición. Dada la 
imposibilidad de separar estos efectos al estudiar la respuesta celular a la exposición 
crónica de DBRI, se planteó paralelamente al MIC un modelo en el cual las células 
fueron expuestas a la radiación sólo en el primer día del mismo. Así se intentará 
analizar el daño subyacente en el MIC originado exclusivamente por la primera 
exposición. 
  
Análisis al inicio del MIG 
 
Al igual que lo observado en el modelo de irradiación crónica, los resultados del 
EC con ambas metodologías de análisis y para ambas líneas celulares, han 
evidenciado un aumento estadísticamente significativo de daño en la hebra de ADN, 
inmediatamente después de la primera irradiación.  
De igual manera, la frecuencia de MN también aumentó en forma significativa en 
ambas líneas celulares. Este resultado, junto con los obtenidos en el EC, manifiesta 
dos cuestiones importantes que han sido ya ampliamente detalladas en el análisis del 
MIC: el hecho de que una dosis tan baja como 100 mSv de rayos X haya sido capaz de 
propiciar daño en el ADN; y que este daño se corresponda, al menos en parte, con 
fracturas de cadena doble. 
Estos resultados concuerdan con datos obtenidos por otros autores en diversas 
líneas celulares a través no sólo del EC y ensayo de MN, sino por medio de otras 
técnicas, como la identificación de focos de histonas o la electroforesis en gel de 
campo pulsante (Vijayalaxmi et al., 1993; Wojewodzka et al., 1998; Rothkamm y 




Por su parte, los niveles de apoptosis analizados en ambas líneas celulares, a 
través de la técnica de Anexina V, no arrojaron diferencias entre las poblaciones 
celulares irradiadas con sus respectivos controles. Como se planteó en el MIC, cabe la 
posibilidad de que esto sea debido a que el análisis se realizó inmediatamente después 
de la irradiación, de modo que es probable que no haya transcurrido el tiempo 
suficiente para alcanzar el punto de eversión de la membrana plasmática, evento 
evidenciado a través de esta técnica. 
 
Análisis al final del MIG 
 
Cuando los ensayos se realizaron luego de transcurridos los diez días 
establecidos en este diseño experimental, los resultados mostraron niveles de daño en 
el ADN semejantes a los encontrados al inicio del protocolo para ambas líneas 
celulares. De modo contrario, la frecuencia de células vehiculizadas a apoptosis fue 
diferente entre una línea y otra, aunque en ninguno de los casos estas diferencias 
llegaron a alcanzar relevancia estadística. Por su parte, en la línea celular CHO-K1 se 
observó una disminución de este parámetro a lo largo del protocolo, mientras que en su 
línea derivada, XRS-5 se halló un incremento del mismo.   
En primer lugar es importante resaltar que al igual que lo ocurrido en el modelo 
de exposición crónica, al comparar los cultivos utilizados como controles de ambas 
líneas celulares entre el primero y el último día del diseño, no se han encontrado 
diferencias estadísticamente significativas con ninguno de los ensayos utilizados. Esto 
es sumamente importante, ya que asegura la estabilidad de la línea pudiendo concluir 
finalmente que cualquier diferencia encontrada en las poblaciones celulares podría ser 
atribuible a la exposición a la radiación en el primer día del diseño experimental.  
Al contrastar los resultados del EC para la línea celular CHO-K1 encontrados al 
final del protocolo con respecto a los correspondientes al inicio del mismo, luego de que 
la población fuera expuesta a 100 mSv de rayos X, no se ha observado ningún cambio 





En esta misma línea celular la frecuencia de MN observada al finalizar el 
protocolo (D10 d100), resultó mayor respecto de su control en el último día pero menor 
respecto de la población analizada en el D1 luego de transcurrido un ciclo celular desde 
la exposición a la radiación (D1 d100). Si bien en ninguno de los dos casos las 
diferencias fueron significativas desde el punto de vista estadístico, estos resultados 
revelan un hecho de importancia biológica. Dado que las células de la línea CHO-K1 
disponen de toda la maquinaría celular necesaria para reparar su material genético, los 
resultados observados con el EC y el ensayo CBMN permiten sugerir que el daño 
encontrado hacia el final del MIG sería un daño de novo en la hebra de ADN ocurrido a 
lo largo del protocolo.  
Ahora bien, al contrastar los resultados obtenidos para el ensayo de Anexina V 
inmediatamente después de recibida la radiación (D1 d100), con los obtenidos luego de 
transcurridos los diez días del MIG (D10 d100), se observó una disminución no 
significativa en la frecuencia de las células vehiculizadas a apoptosis, manteniéndose 
en todos los casos dentro de niveles que podrían considerarse basales. 
Este resultado, sumado a los obtenidos con el EC y el ensayo CBMN, sugiere 
que el daño en el ADN observado en el último día del MIG estaría relacionado con un 
desbalance generado por la radiación del día uno, que impide a las células reestablecer 
su fenotipo y comportamiento original. En este contexto, podría sugerirse un aumento 
general del estrés celular originado por concentraciones crecientes de especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno. Shim y colaboradores en el año 2014, plantearon la 
idea de que el estrés oxidativo puede persistir durante mucho tiempo después de la 
exposición inicial en células de la progenie. Tratamientos antioxidantes, tales como la 
sobreexpresión de enzimas relacionadas con la respuesta celular a la presencia de 
especies reactivas de oxígeno, han demostrado efectividad para reducir los efectos 
asociados al estrés oxidativo a largo plazo (von Zglinicki, 2002, Serra et al., 2004).  
Al analizar el comportamiento de las células XRS-5, se observó que los 
resultados encontrados a través del EC al final del MIG son semejantes a los 
encontrados para la línea celular CHO-K1. La comparación entre los resultados 




con 100 mSv de rayos X muestra diferencias no significativas. Así, podría concluirse 
que los niveles de daño encontrados en el ADN una vez propiciada la injuria son los 
mismos desde el inicio hasta el final del diseño.  
Si bien las células de la línea XRS-5 son deficientes para la proteína Ku80, 
estrechamente involucrada en la reparación del ADN por NHEJ, actualmente es vasta 
la bibliografía que sostiene la existencia de mecanismos de reparación alternativos, los 
cuales debieron haber permitido a las células recuperar su integridad genómica en este 
período.  
Así, los resultados obtenidos para esta línea celular en este punto experimental 
refuerzan nuevamente la idea sugerida al analizar los resultados hallados en la línea 
CHO-K1, en donde se propuso la existencia de una daño de novo. Estas observaciones 
son coincidentes para los resultados obtenidos tanto con el EC y como a través del 
CBMN, encontrándose el mismo nivel de daño al inicio y al final del protocolo.    
Los resultados obtenidos en el MIG por medio del análisis de Anexina V 
mostraron un comportamiento diferencial de la línea XRS-5 respecto del observado en 
la línea parental, ya que se observó un aumento en el número de células apoptóticas al 
final del protocolo. Este aumento no resultó estadísticamente significativo al 
contrastarlo con el análisis realizado post-irradiación, pero sí resultó significativo al 
contrastarlo con la población control en el D10. Una explicación posible para este 
resultado podría estar basada en el hecho de que la cinética de reparación de los 
mecanismos alternativos en células deficientes en NEHJ difiere de aquella que puede 
observarse en una línea celular sin compromiso de una de las principales vías de 
reparación del ADN. Consecuentemente, podría ocurrir que el daño de novo instaurado 
constantemente a lo largo del protocolo, sumado a una cinética de reparación más 
lenta que podría saturarse rápidamente, sean responsables del aumento de la 
apoptosis. Así, podría observarse como resultado un nivel de daño semejante al inicial, 
sólo porque aquellas células que hubieren aumentado considerablemente el nivel de 
daño en su ADN no estarían siendo incorporadas para este análisis, ya que podrían 
haber sido eliminadas del cultivo por apoptosis u otro mecanismo de muerte celular. En 




cabo por Rothkamm y Löbrich en el año 2003 quienes simularon condiciones de 
incapacidad de reparación manteniendo los cultivos en confluencia durante todo el 
protocolo experimental. 
Por último es importante resaltar que el hecho de encontrar células marcadas 
con Anexina V, en esta línea celular, pone de manifiesto que la ausencia de la proteína 
Ku80 no impediría en principio la vehiculización celular hacia una muerte programada.  
 
 
IV.4. Comparación entre ambas líneas para el MIC  
 
En primera instancia, es interesante diferenciar la respuesta a la radiación de 
ambas líneas celulares. Como se mencionó anteriormente, al evaluar el daño en el 
ADN luego de la primera irradiación no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre ellas. De modo contrario, al realizar el análisis al final del período de 
irradiación se han encontrado diferencias en la respuesta de la línea celular XRS-5 
respecto de la línea CHO-K1. A continuación se detallan las diferencias encontradas en 
el comportamiento de ambos tipos celulares a lo largo de todo el diseño experimental.  
Al analizar simultáneamente los resultados obtenidos a través del EC para 
ambas líneas celulares, pueden resaltarse dos hechos interesantes. El primero de ellos 
es que al realizar la comparación entre el daño observado en el último día del protocolo 
(D10 d1000) con el primer día del mismo (D1 d100), se ha encontrado un aumento 
significativo en los niveles del daño en el ADN sólo en la línea deficiente para la 
reparación por NHEJ. Así, estos resultados podrían estar evidenciando la relevancia de 
la proteína Ku80 y, consecuentemente, del mecanismo de reparación por NHEJ cuando 
los cultivos celulares son expuestos crónicamente a DBRI.  
El segundo hecho, es que en la línea XRS-5 no se observó ningún retraso en los 
tiempos de duplicación celular respecto de la población control. Por ello, podría 
sugerirse la existencia de algún mecanismo de reparación alternativo independiente de 
la proteína en estudio. Actualmente, existe un amplio consenso acerca de la existencia 




2006; Illiakis, 2009; Mladenov y Illiakis, 2011; Manova et al., 2012; Palmitelli et al., 
2015), cuya presencia seria indispensable para que las células sobrevivieran a la 
irradiación crónica.  
Otro resultado a destacar, es la diferencia del comportamiento de ambas líneas 
con respecto a la magnitud del daño observado. Nuevamente, se observó que las 
células XRS-5 presentaron un daño grave en su ADN de tipo significativo, mientras que 
no ocurrió lo mismo con las células CHO-K1. Estos resultados podrían explicarse si 
consideramos las posibles diferencias en la cinética de reparación del ADN, las células 
defectivas tardarían más en reparar el daño y, por ello, el mismo se acumularía como 
consecuencia de la cronicidad de la exposición. 
Al igual que lo ocurrido con el EC, en el ensayo CBMN la línea XRS-5 presentó 
mayores frecuencias de daño respecto de su línea celular parental. Así, la frecuencia 
de células CHO-K1 binucleadas con MN encontrada al final del diseño experimental 
(D10 d1000) fue mayor que aquella observada al inicio (D1 d100) pero esta diferencia 
no fue significativa. De modo contrario, en la línea XRS-5 si lo fue.  
Al realizar la comparación de los resultados obtenidos para el recuento de 
células apoptóticas al inicio y al final del protocolo, las diferencias resultaron 
significativas para ambas líneas celulares. Si bien estas diferencias fueron mayores en 
las células CHO-K1 este resultado, sumado a aquellos hallados para los ensayos EC y 
CBMN, podría estar indicando una cierta independencia entre la inducción de apoptosis 
y el daño en el ADN en condiciones de irradiación crónica, en las que adquiriría 
preponderancia la vía extrínseca de la apoptosis. 
 
VI.5. Comparación entre ambas líneas para el MIG  
 
Al realizar el contraste entre los datos obtenidos para el diseño experimental de 
inestabilidad genómica, no se han hallado diferencias significativas en los niveles de 
daño entre ambas líneas. Esta tendencia se ha observado tanto para el EC como para 




Ahora bien, a pesar de la observación de dichas similitudes, en ambas líneas 
celulares habrían ocurrido procesos diferentes que condujeron a los resultados 
encontrados. En la línea celular CHO-K1, el daño en el ADN observado al final del 
protocolo podría deberse, al menos en parte, a un daño de novo; ya que, estas células 
no presentan ninguna limitación para reparar su material genético. Shim et al. en el año 
2014 propusieron que este tipo de lesiones podría deberse a la inducción de un estrés 
celular que puede persistir luego de la exposición inicial generando daño en el ADN de 
las células de la progenie. En el caso de la línea XRS-5, si bien no podemos descartar 
la inducción de estrés oxidativo, los resultados podrían deberse a una cinética diferente 
de los mecanismos de reparación alternativos, que podría resultar en un nivel de 
saturación de los mismos con la consecuente inducción de daño en el ADN aún varios 
días después de la exposición a DRBI (Mladenov e Illiakis, 2011).  
Cuando se compararon los resultados obtenidos en el análisis de muerte celular, 
se observó una disminución de células apoptóticas para la línea parental, mientras que 
en la línea celular deficiente se evidenció un aumento de las mismas. Estos hallazgos 
podrían deberse a que las células CHO-K1, al ser capaces de reparar el material 
genético con mayor eficiencia, logran mantener niveles de daño compatibles con la 
vida, mientras que las XRS-5 no consiguen este propósito y alcanzan mayores niveles 
de muerte celular programada como consecuencia de los mayores niveles de daño en 
el ADN.   
Un fenómeno que parecería estar involucrado en la muerte celular a largo plazo, 
por exposición a RI, es el estado de oxidación proteica. Si bien en modelos bacterianos 
este fenómeno parece ofrecer una resistencia a la radiación (Daly et al. 2007), en 
muchos modelos in vitro de células eucariotas, los niveles elevados de ROS y la 
oxidación proteica asociada a éstos, serían los principales responsables de los 
primeros estadíos del proceso apoptótico. (Min et al., 2008, Guan, et al. 2009, England 
et al. 2006). Así sería muy interesante en investigaciones futuras poder comprobar los 
niveles de ROS intracelular relacionados con niveles de oxidación proteica en modelos 
semejantes a los  planteados en este trabajo doctoral a fin de evaluar su correlación 






Debido a la gran cantidad de utilidades que las RI ofrecen al hombre moderno, 
es sumamente importante para la comunidad científica ahondar en el conocimiento de 
las respuestas celulares a las DBRI a fin de evaluar el riesgo asociado a este tipo de 
exposiciones (Asaithamby, A., y Chen, D.J., 2009). 
Muchos han sido los estudios realizados en poblaciones crónicamente 
expuestas a este agente pero la multiplicidad de factores involucrados en la respuesta 
la radiación así como también la variabilidad interpersonal tanto desde el punto de vista 
genético como desde el punto de vista de los hábitos, incrementa en gran medida la 
heterogeneidad de los resultados dificultando aún más la posibilidad de llegar a 
conclusiones concretas.  
A efectos de sortear estos obstáculos en las últimas décadas se han 
desarrollado numerosos modelos experimentales in vitro, a fin de intentar dilucidar los 
efectos asociados a la exposición a DRBI. De todos modos, el análisis comparativo de 
los resultados hallados en los mismos se torna dificultoso debido a la multiplicidad de 
factores que deben considerarse a la hora de analizar la respuesta celular frente a este 
agente, tales como: tipo celular, tipo de radiación, dosis de exposición, tasa de dosis, 
estado de los mecanismos de reparación, momento del ciclo celular, entre otros. A esta 
multiplicidad de factores, deben sumarse las limitaciones intrínsecas de las técnicas 
utilizadas.  
A su vez, muchos de estos modelos se centran principalmente en la observación 
de la respuesta celular a corto plazo, desde el momento de la irradiación hasta 24 o 48 
hs posteriores, siendo por tanto modelos que responden a una cinética de reparación 
más que a los riesgos asociados a largo plazo.  
  Si bien el paradigma planteado por la “Teoría del target”  ha ido cambiando con 
el correr del tiempo, sigue siendo el ADN la macromolécula de mayor interés para los 
radiobiólogos. Así el estudio de las consecuencias asociadas a DBRI ha ido ampliando 
su foco de atención, incluyendo los efectos sobre otras biomoléculas tanto del interior 




En la actualidad se asume que el daño ocasionado en las macromoléculas por 
las radiaciones de bajo LET, como es el caso de los rayos X, ocurre luego de la 
generación de especies moleculares altamente reactivas. Son principalmente 
importantes las especies reactivas de oxigeno, entre las que podemos mencionar a los 
radicales superóxido e hidróxido originados por la radiólisis del agua intracelular, y las 
especies reactivas de nitrógeno, como el óxido nítrico y el peroxinitrito, entre otros.   
Existe una vasta bibliografía que sustenta la hipótesis de que estas especies reactivas 
son capaces de generar efectos nocivos para la integridad celular, incluyendo la 
oxidación de las macromoléculas biológicas y la activación de vías de señalización 
intracelular. Algunos estudios también han puesto en evidencia la importancia de la 
oxidación proteica en procesos celulares tales como la activación de la señalización pro 
apoptótica (Du y Gebicki, 2004; Panganiban, 2012). 
Algunos autores como Ojima y colaboradores (2008), proponen que dentro del 
rango de las DBRI el incremento en la frecuencia de DSBs estaría ampliamente 
relacionado con la dosis utilizada. Sostienen así, que a dosis menores a 5 mSv 
adquieren mayor importancia los efectos indirectos inducidos por la radiación, mientras 
que a dosis  mayores a ésta, las DSBs podrían ser inducidas principalmente por los 
efectos dosis dependientes directos de la radiación y, parcialmente, por sus efectos 
indirectos. Por su parte, otros autores (Crompton et al., 2002; McLachlan-Burgess et 
al., 2006; Little, 2010) sugieren que la respuesta a la radiación depende en mayor 
medida de las características celulares de la población celular que de la dosis 
empleada.  
Sustentados por todos este estudios, podemos sugerir que en la actualidad, está 
ampliamente aceptado que la RI es un agente mutagénico que ocasiona riesgos a largo 
plazo para la salud humana, pero resta aún mucho por dilucidar acerca de los 
mecanismos celulares involucrados en el desarrollo de tales procesos, así como de los 
límites aceptables o seguros de exposición a este agente. En este sentido, Panganiban 
y colaboradores en el año 2012 plantean la idea de que las consecuencias de la 
subestimación y sobrestimación del riesgo proveniente de la exposición a dosis bajas 




biológica como epidemiológica de sus efectos.  Finalmente, dado que resulta imposible 
evadir completamente el riesgo asociado a este tipo de exposición, los principales 
organismos internacionales de protección radiológica (UNSCEAR, ICRP y la IAEA) han 
adoptado lo que denominan una aproximación “prudente” para la exposición a dosis 
bajas de radiación ionizante, basadas en la hipótesis del modelo lineal sin umbral. 
Considerando el escaso conocimiento acerca de los riesgos concretos asociados a la 
exposición a DBRI, no es posible con el conocimiento actual construir un modelo en el 
cual se identifique un nivel umbral de radiación por debajo del cual no se encuentre 
riesgo para la salud, por ello constantemente las asociaciones de todo el mundo están 
abocadas a la tarea de dilucidar los límites para dicha exposición. 
En este contexto, cobran relevancia los hallazgos experimentales tendientes a 
demostrar el impacto que tiene la exposición ya sea crónica o única  a DBRI sobre la 
estabilidad genómica. Así los resultados obtenidos en el presente plan de tesis intentan 
colaborar en esta ardua tarea científica que tiene como objeto final establecer límites 
seguros de exposición a este agente.  
Los resultados obtenidos en el presente plan de tesis doctoral permiten afirmar 
que el nivel de daño generado en el ADN de células de mamífero expuestas 
diariamente a 100 mSv de RX durante el período planteado en el marco de este 
proyecto es el mismo al inicio y al final del protocolo cuando las células expuestas 
cuentan con toda la maquinaria celular necesaria para reparar su ADN. De modo 
contrario, esto no ocurre cuando las células no cuentan con la totalidad de la 
maquinaria enzimática destinada a la reparación del ADN.  En este marco resulta 
importante resaltar que la línea celular CHO-K1 no sólo posee la capacidad para 
reparar su ADN, sino que es capaz de generar respuesta celular integral a la 
exposición a la radiación, de modo tal que en el caso de ver amenzada su integrdad 
genómica sea capaz de disparar un proceso celular que culmine en la desintegración 
de la misma.    
Plantear futuras investigaciones con la utilización de modelos celulares in vitro 
en los que puedan silenciarse la expresión de distintos genes involucrados en vías de 




procesos de muerte celular, podría potenciar el conocimiento de los mecanismos 
involucrados en la respuesta celular ante la exposición a DBRI. A su vez estos 
resultados podrían incluso servir como base para la evaluación del efecto de 
determinadas mutaciones ante el daño inducido por las radiaciones en células 
cultivadas in vitro. Finalmente, estos conocimientos serían de utilidad a la hora de 
diseñar estudios epidemiológicos que analicen polimorfismos genéticos en muestras 
provenientes de personas ocupacionalmente expuestas a la radiación, convirtiéndose 























- En células de mamífero capaces de reparar mediante NHEJ el daño inducido 
con la irradiación crónica de DBRI (100 mSv), los niveles de daño en el ADN y 
en los cromosomas permanecen constantes, mientras que la apoptosis aumenta. 
 
- En células incapaces de reparar mediante NHEJ el daño inducido con la 
irradiación crónica de DBRI (100 mSv), tanto los niveles de daño en el ADN y en 
los cromosomas como la apoptosis aumentan. 
 
- La inestabilidad genómica en células eficientes para NHEJ se evidencia, 
exclusivamente, a través de la persistencia de los niveles de daño en al ADN y 
en los cromosomas generados al inicio del modelo experimental. 
 
- La inestabilidad genómica en células deficientes para NHEJ se evidencia tanto a 
través de la persistencia de los niveles de daño en al ADN y en los cromosomas 
generados al inicio del modelo experimental, como por un aumento en la 





La eficiencia de la reparación del material genético a través de la unión de 
extremos no homólogos afecta tanto a la magnitud del daño genético inducido 
por dosis bajas y crónicas de radiación ionizante, como a la inducción de 
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ANEXO 1 
  
Soluciones de uso general: 
 
 Solución de PBS (Phosphato Buffer Saline) libre de Ca +2 y Mg+2: 
            NaCl 0.14 M  
             KCl 0.004 M (0.2982 g) 
             Na2HPO4.12 H2O 0.01 M  
             Llevar a 1000 ml con H2O destilada y ajustar a pH 7.0 
 
 Solución de Tripsina-Edta: 
 
            Tripsina-Edta 0.05/0.02 % en PBS) 
            Esterilizar por filtración y fraccionar a razón de 50 ml por frasco y congelar a -20° C. 
 
 
 Medios de cultivo utilizado para ambas líneas celualres: 
 
Ham F 12   90 % 
Suero Fetal Bovino  10 % 








                                                                                                                         
 
Soluciones utilizadas para el Ensayo de Electroforésis de Células Aisladas: 
 
 
 Agarosa de Punto de Fusión Normal (APFN): 
Solución al 0,5 % (GIBCO BRL) en PBS. 
Calentar varias veces sin llegar al punto de ebullición  para que se disuelva la 
agarosa. Alicuotar y mantener a 4C hasta su uso. 
 
 
 Agarosa de Bajo Punto de Fusión (ABPF): 
 
Solución al 0,5 % (GIBCO BRL) en PBS. 
Calentar varias veces sin llegar al punto de ebullición  para que se disuelva la 
agarosa. Alicuotar y mantener a 4C hasta su uso. 
 
 
 Solución de lisis: 
NaCl 2,5 M, EDTA 100mM,  Tris 10 mM 
Esta última solución debe ser ajustada a pH 10  con granallas de NaOH. En caso de 
superar este valor de pH, debe ser corrigido con HCl hasta alcanzar el valor de 10.  
La solución debe prepararse previamente a la realización de la técnica. Es 
aconsejable que no permanezca preparada por más de tres días 
En el momento de ser utilizada, por cada 100ml de buffer de lisis debe agregarse: 
Tritón X- 100: 1ml; DMSO: 10 ml. Una vez que se agrega el Tritón X-100 y DMSO 
debe mezclarse suavemente por inmersión y finalmente el almacenaje debe 





                                                                                                                         
ANEXO 1 
 
 Solución de electroforesis: 
 
 Soluciones Stock: -  NaOH 10 M. 
                                               -  EDTA disódico 200mM        
                                  
 Solución de Trabajo: 30 ml de Solución Stock de NaOH + 5 ml de Solución Stock de 
EDTA, llevar volumen a un litro, con lo que se obtiene una solución cuya 
concentración final es de 300mM de NaOH y EDTA disódico 1mM. El buffer de 
electroforeis debe prepararse fresco antes de cada corrida y luego se descarta. 
 
 Tampón de Neutralización:  
 
- Tris-HCl 0,4 M a pH 7,5 
 
 Solución de Tinción: 
 












                                                                                                                         
Soluciones utilizadas para el Test de Micronúcleos: 
 
 Solución de citocalasina-B: (Sigma, St. Louis, MO, USA). 
  Solución Stock: 1 mg de Cytocalasina B en 1mL de DMSO.   
  Solución de Trabajo Concentración final utilizada: [3g/mL] 
 
 Solución de Fijador Carnoy’s: 
            Proporción 3:1, Metanol y Ac. Acético glacial. 
 
 Solución de tinción: 
 
Giemsa al 5% en agua. 
 
Soluciones utilizadas para el Ensayo de Anexina V-FITC: 
 
 Anexina V-FITC conjugate ( Biosource).  
 
 Binding Buffer: 
10 mM Heppes/ NaOH   pH 7,4 
140mM NaCl 
2,5 mM CaCl2 
 
 Sol de tincion FITC-Annexin V (1 mg/ml en Binding Buffer) 
